LA FOSFOLIPIDE IDROPEROSSIDO GLUTATIONE PEROSSIDASI -PHGPX- E ALTRI MECCANISMI ANTIOSSIDATIVI NELL'APPARATO RIPRODUTTORE MASCHILE DEL RATTO by TRAMER, FEDERICA
UNIVERSITA' DEGLI STUDI DI TRIESTE 
Dipartimento di Biochimica, Biofisica e Chimica delle 
Macromolecole 
Tesi di Dottorato di Ricerca in: 
BIOCHIMICA 
XII ciclo 
La fosfolipide idroperossido glutatione perossidasi 
(PHGPx) e altri meccanismi antiossidativi 
nell'apparato riproduttore maschile del ratto 
Dottoranda: Federica Tramer t 0'+ 
(S 
delle Macromolecole) .,.----- P) /~ 
IL TUTORE: (profE. Panfili, Dip-artrimento di Biochimica, Biofisica e Chimica 
~&/(./ 
IL COTUTORE: (prof. G. Sandri, Dip o di Biochimica, Biofisica e 
Chimica delle Macromolecole 
IL COORDINATORE: (prof. F. Vittur, Dipartime t di Biochimica, Biofisica 
e Chimica delle Macromolecole . / ·; 
INDICE 
INTRODUZIONE 
APPARATO GENITALE MASCHILE 
SPERMATOGENESI 
CICLO DELL'EPITELIO SEMINIFERO 
LA PEROSSIDAZIONE: MECCANISMI ED IMPLICAZIONI 
LA PEROSSIDAZIONE LIPIDICA 
LA PEROSSIDAZIONE DEL DNA 
MECCANISMI PEROSSIDATIVIlN VITRO: USO DI Fe2+ E DI AAPH 
DANNI PEROSSIDATIVI NELLE CELLULE GERMINALI MASCHILI 
MECCANISMI CHE CONTRASTANO LA LIPOPEROSSIDAZIONE 
Sistemi enzimatici 
Suoerossido dismutasi (SODJ 
Catalasi (CAD 
Glutatione perossidasi fGPxJ 
Glutatione reduttasi (GRJ 
Glutatione perossidasi specifica per gli idroperossidi fosfolipidici fPHGPxJ 
Sistemi non enzimatici 
Vitamina E. (a-tocoferoloJ 
LE PROTAMMINE NEl MAMMIFERI: LORO FUNZIONE E REGOLAZIONE NELLA 
CONDENSAZIONE CROMATINICA 
I 
SCOPO DELLA TESI 
MATERIALI E METODI 
Omogenato di testicolo di ratto 
Frazionamento di cellule germinali maschili in popolazioni omogenee a stadi 
definiti del differenziamento: staput 
Preparazione di spermatozoi da epididimo di ratto 
Frazionamento di membrane, teste e code di spermatozoi di epididimo di ratto 
Frazionamento di membrana plasmatica e acrosomiale 
Purificazione di protamine da spermatozoo di epididimo e loro utilizzo come 
substrato per il saggio enzimatico della PHGPx 
Saggi enzimatici 
Glutatione perossidasi specifica per gli idroperossidi fosfolipidici fPHGPx) 
Glutatione perossidasi fGPx) 
Glutatione reduttasi (GR) 
Catalasi fCAD 
Superossido-dismutasi fSOD) 
Estrazione e dosaggio della vitamina E 
Dosaggio di GSH 
Saggio della malondialdeide (MDA) 
II 
Elettroforesi acido acetico/urea 
Perossidazione in vitro con AAPH 
Dosaggio di proteine 
Clonaggio e purificazione della phgpx ricombinante di testicolo di ratto 
Purificazione di anticorpi per affinità 
Analisi northern blot 
Elettroforesi e Analisi Western blot 
lmmunolocalizzazione indiretta dell'antigene PHGPx su cellule e tessuti in 
microscopia ottica ed elettronica 
Microscopia ottica degli spermatozoi di epididimo 
RISULTATI e DISCUSSIONE 
Valutazione biochimica e immunoistochimica della presenza della PHGPx nel testicolo 
di ratto impubere 
Localizzazione e distribuzione della PHGPx in cellule germinali purificate da testicolo 
di ratto impubere 
Valutazione biochimica e immunologica dell'espressione della PHGPx nel testicolo di 
ratto a diverse età 
Attività specifiche di PHGPx, GPx, GR, CAT e SOD negli spermatozoi di epididimo di 
ratto 
Ill 
Vitamina E negli spermatozoi di epididimo di ratto 
Perossidazione degli spermatozoi 
Ruolo degli enzimi 
Valutazione biochimica ed immunologica della PHGPx negli spermatozoi epididimali di 
ratto a diverse età 
lmmunolocalizzazione della PHGPx nell'epididimo del ratto a diverse età 
Ruolo della PHGPx come tiolo-ossidasi 
CONCLUSIONI 
BIBLIOGRAFIA 
IV 
INTRODUZIONE 
APPARATO GENITALE MASCHILE 
L'apparato genitale maschile è costituito dagli organi sessuali 
primari, i due testicoli, e da un insieme di strutture sessuali accessorie. 
l testicoli funzionano sia come ghiandole esocrine che producono 
le cellule sessuali maschili, sia da ghiandole endocrine che secernono 
l'ormone sessuale maschile, il testosterone. Tale ormone è 
responsabile della produzione dei gameti, dello sviluppo e della 
funzione degli organi sessuali maschili accessori. All'interno del 
testicolo vi sono i tubuli seminiferi, rivestiti a loro volta, dal cosi detto 
epitelio seminifero o germinativo. Nell'adulto, taleepitelio è composto 
da due popolazioni di cellule : 1) una popolazione non proliferante di 
cellule di sostegno chiamate, cellule del Sertoli ; 2) una popolazione 
proliferanti di cellule della linea germinale che migrano continuamente 
dalla periferia del tubulo alla superficie libera luminale. Gli elementi 
germinali sono costituiti da generazioni successive di cellule disposte 
nell'epitelio in strati concentrici ben definiti ; dalla periferia al lume del 
tubulo comprendono spermatogoni, spermatociti, spermatidi rotondi e 
allungati. 
~----~-------+-----b 
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Figura 3: epididimo di ratto adulto. a: caput, b: corpus, c: cauda, 
d: testicolo (ingrandimento circa 4 X). 
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Figura 2.. Stadi cellulari nel tu buio seminifero del ratto 
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SPERMATOGENESI 
Il termine spermatogenesi indica il processo con cui gli elementi 
staminali, spermatogoni, situati alla base del tubulo seminifero si 
dividono e si differenziano per formare infine spermatozoi alla 
superficie libera luminale. Nei roditori sono state descritte quattro 
generazioni successive di spermatogoni di tipo A (figura z._ ). Le cellule 
di tipo A1 si dividono per mitosi formando gli elementi A2 ; questi a loro 
volta danno origine al tipo A3 da cui infine derivano gli spermatogoni 
~- Questi ultimi si dividono formando spermatogoni intermedi (In) che 
a loro volta danno origine agli spermatogoni B. Questi ultimi tipi di 
spermatogoni (In, B) sono gli elementi differenziati commissionati per 
la produzione di spermatociti. Nell'epitelio seminifero è inoltre presente 
un altro tipo di spermatogoni, che si dividono raramente o hanno un 
ciclo cellulare molto lungo ; questi sono stati indicati come cellule 
staminali « di riserva » (Ao). Una volta originati gli spermatociti, questi 
iniziano la meiosi, divisione nucleare esclusivamente limitata ai gameti, 
che porterà alla formazione delle cellule aploidi : gli spermatidi. A 
partire da tale stadio cellulare, ha inizio la spermiogenesi, cioè al 
differenziamento degli spermatidi appena formati in spermatozoi 
maturi, immediatamente prima della loro immissione nel lume del 
tubulo. Gli aspetti principali di questo processo comportano 
l'elaborazione dell'acrosoma a partire dall'apparato del Golgi, 
l'addensamento e l'allungamento del nucleo, la formazione di un 
flagello mobile ed un'ampia perdita di citoplasma. l fattori responsabili 
di queste imponenti modificazioni nucleari e citoplasmatiche sono 
ancora poco noti. 
Lo spermatozoo maturo può essere suddiviso fondamentalmente 
in due parti: la testa e la coda. l principali costituenti della testa sono il 
nucleo e l'acrosoma, mentre per la coda troviamo, partendo dalla 
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regione prossimale alla testa, collo, parte intermedia (midpiece), parte 
principale e parte terminale. Il nucleo addensato è una una massa 
compatta di cromatina che appare assai densa ed omogenea nelle 
micrografie elettroniche. L'acrosoma ricopre come cappuccio i due terzi 
anteriori del nucleo e contiene glicoproteine e numerosi enzimi 
lisosomiali importanti nella fecondazione. La regione del collo è 
costituita da due centrioli e da nove colonne segmentate che si 
fondono con le nove fibre dense periferiche del resto della coda. Il 
midpiece contiene la parte prossimale della caratteristica struttura 9 + 2 
del flagello, le nove fibre spesse ed i mitocondri orientati in modo 
circonferenziale. l mitocondri aderiscono strettamente alle fibre grosse 
e sono disposti ad elica. 
CICLO DELL'EPITELIO SEMINIFERO 
Le cellule germinali non sono disposte in modo casuale, ma sono 
organizzate in ben definite associazioni cellulari. Questi 
raggruppamenti di tipi cellulari (rappresentati dagli stadi in senso 
verticale nella figura 2) si succedono l'uno all'altro in una determinata 
area di tubuli seminiferi e la sequenza si ripete indefinitamente. Gli 
stadi si susseguono in un ordine ben preciso e la serie degli stadi 
successivi che si presentano prima che ricompaia la stessa 
associazione cellulare in una data regione del tubulo seminifero è 
indicata come ciclo dell'epitelio seminifero. In tutti i mammiferi, ad 
eccezione dell'uomo una data associazione cellulare occupa un 
segmento del tubulo seminifero. Ogni segmento corrisponde ad uno 
stadio del ciclo dell'epitelio seminifero e viene numerato come tale. 
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LA PEROSSIDAZIONE: MECCANISMI ED IMPLICAZIONI 
Allo scopo di comprendere, in un determinato contesto cellulare, il 
ruolo fisiologico e molecola re di enzimi "protettivi" ( ossidoreduttasi) e 
dell'a-tocoferolo, è necessaria la conoscenza dei più importanti 
fenomeni di perossidazione in situazioni fisiologiche e patologiche. 
Non è pleonastico ricordare che l'atmosfera che ci circonda 
contiene circa il 20% di ossigeno, elemento fondamentale per la 
respirazione intesa in senso fisiologico e quindi biochimico ed 
ossidativo. Questa molecola, però, pur essendo assolutamente 
necessaria per la vita degli organismi aerobi, si può dimostrare tossica 
a causa delle specie molecolari da essa derivate quali il radicale 
superossido (02·), il perossido d'idrogeno (H20 2), il radicale idrossile 
(HO.) e l'ossigeno singoletto C02), note cumulativamente come "specie 
reattive dell'ossigeno" (ROS). E' proprio a causa dell'esistenza di tali 
composti che l'utilizzo di 0 2 da parte degli organismi aerobi può 
condurre ad alterazioni cellulari che risultano deleterie qualora non vi 
sia l'intervento di specifici meccanismi di difesa. Una possibile 
alterazione è rappresentata dalla perossidazione lipidica, ossia dalla 
modificazione ossidativa, quasi sempre non enzimatica, degli acidi 
grassi poliinsaturi (PUFA). Tale fenomeno è responsabile 
dell'insorgenza di svariate condizioni patologiche che a livello 
macroscopico risultano in fenomeni infiammatori, nella carcinogenesi e 
nei danni diffusi ivi compreso il complesso fenomeno 
dell'invecchiamento. Per contrastare tali eventi, gli organismi aerobi 
sono stati in grado di selezionare fattori e sistemi enzimatici atti a 
fronteggiare i danni ossidativi prodotti dai radicali liberi (vedi per 
rassegna 4 ·Z). 
l radicali liberi sono per definizione atomi o molecole che 
contengono un numero dispari di elettroni, ossia possiedono un 
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elettrone spaiato in un'orbita esterna. Le specie radicaliche sono molto 
reattive poiché tendono ad accoppiare l'elettrone spaiato con un altro 
di spin opposto, presente ad esempio in un secondo radicale o in una 
molecola "normale". La formazione dei radicali può avvenire per rottura 
emolitica del legame covalente (A : 8 ~ A·+s·), o per reazioni di 
trasferimento di elettroni (A-: +B ~ A. +8-·). 
In generale, a livello fisiologico, la formazione di radicali liberi nelle 
cellule e nei tessuti si verifica in conseguenza all'assorbimento di 
radiazioni ionizzanti ed eccitanti (UV, visibili, termiche), a reazioni di 
trasferimento di elettroni non enzimatiche, a reazioni catalizzate da 
metalli ed a processi enzimatici. l radicali liberi reagiscono con 
molecole quali ad esempio, gli acidi grassi poliinsaturi, così da ritornare 
allo stato energetico più basso, riducendosi ed accoppiando gli 
elettroni. Fortunatamente i radicali hanno vita molto breve ed una 
diffusione spaziale limitata: ciò riduce di molto la loro azione tossica, 
ma nel contempo rendono piuttosto difficile la loro diretta misurazione, 
che può essere effettuata solo con metodologie molto sofisticate. 
La difesa più semplice da parte dei sistemi biologici è 
naturalmente quella di evitare la produzione di forme potenzialmente 
lesive. Un esempio è dato dalla riduzione tetravalente dell'ossigeno 
molecolare ad acqua, senza il rilascio di intermedi parzialmente ridotti, 
ad opera dell'enzima citocromo ossidasi mitocondriale: 
Ci sono però altre reazioni redox nella catena respiratoria 
mitocondriale che possono trasferire elettroni all'ossigeno invece che 
alle normali molecole accettrici. Ciò comporta una incompleta riduzione 
deii'02 e la produzione di una serie di composti intermedi (02 ~ 02-• 
-=) H202 -=) Ho· ~ H20) che possono causare danni cellulari e 
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genetici. Accanto a queste anche le ossidasi cataboliche come la 
xantina ossidasi, i processi anabolici come la riduzione dei nucleosidi 
così come la fagocitosi possono produrre ROS [JBC, 272 (31), 19095-
19098 (1997), Henle E and Linn S] 
Il radicale superossido (02-·), il perossido d'idrogeno (H202) e il 
radicale idrossile (HO.), possono danneggiare e modificare 
chimicamente le principali classi di biomolecole quali proteine, lipidi, 
nucleotidi e carboidrati. Comunque, poiché il perossido d'idrogeno e il 
radicale superossido manifestano una limitata reattività diretta nei 
confronti delle membrane biologiche, sembra che la loro citotossicità 
sia dovuta alla formazione del radicale idrossile (HO.) sia attraverso la 
reazione di Haber-Weiss [s]: 
sia attraverso la ben nota reazione di Fenton nella quale lo ione 
ferroso (Fe2+), promuove la riduzione di perossidi quali la stessa H20 2 
[b]: 
In alcuni sistemi, la presenza di ioni ferro, di H202 e di 02·•, può 
inoltre causare la formazione di ulteriori specie reattive quali lo ione 
perferrile (Fe2+ -02 e Fe3+ -02 -•) e lo ione ferri le (Fe0H
3+ o Fe02+), in 
equilibrio tra loro e dotati di una differente reattività [i]. 
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LA PEROSSIDAZIONE LIPIDICA 
La perossidazione lipidica è un processo propagativo in cui 
intervengono reazioni radicaliche a catena, ossia reazioni che 
implicano una serie di passaggi, ciascuno dei quali forma un radicale 
libero che innesca il passaggio successivo. Nelle catene di reazioni 
radicaliche sono coinvolte tre fasi: iniziazione, propagazione e 
terminazione. 
In generale, la sequenza di reazioni può essere così 
schematizzata: 
Nella prima fase di questo processo si assiste alla sottrazione di 
un atomo di idrogeno dagli acidi grassi poliinsaturi da parte di un 
qualsiasi radicale x· molto spesso rappresentato da OH• in quanto il 
più reattivo. In questo processo ossidoriduttivo è necessario che x· 
possieda un Eo > 0.6, in quanto 0.6 è il valore di Eo per la coppia redox 
p•,H+/PH (lo]; Ho· possiede infatti un valore di Eo pari a 2.310 (9]. La 
molecola degli acidi grassi poliinsaturi è costituita da una struttura bis 
allilica in cui uno dei due idrogeni metilenici è piuttosto labile [ 1c]. 
La sottrazione dell'atomo di idrogeno origina il radicale libero 
centrato su C (P.), con una conseguente delocalizzazione dei doppi 
legami: 
1 PH: PUFA 
p• : radicale centrato su C 
Poo· : radicale perossile 
POOH : idroperossido 
po• : radicale alcossilico 
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P-H + x· ~ X-H + p• (IV) 
Il radicale p• può quindi interagire con 1'02 dando origine ad un 
radicale perossile (Poo·) secondo la seguente reazione : 
Il radicale perossile può ora sottrarre un atomo di idrogeno ad un 
altro acido grasso poliinsaturo: così viene attivata la propagazione 
della perossidazione lipidica: 
Poo· + PH ~ p• + POOH (VI) 
Quest'ultima reazione conduce alla formazione di un lipide 
idroperossido (POOH) e alla formazione di un ulteriore radicale p• il 
quale può essere riutilizzato nella reazione M. l lipidi idroperossidi che 
così si formano possono essere coinvolti nella propagazione del 
processo perossidativo, ma possono altresì confluire nei meccanismi di 
protezione enzimatici che intervengono su tali molecole. Di questi 
meccanismi tratterò più avanti. 
La propagazione della perossidazione lipidica può essere indotta, 
oltre che dalla riossidazione di POOH (VII), anche dalla riduzione del 
lipide idroperossido a radicale alcossile (PO.) secondo la reazione di 
Fenton (VIli): 
POOH +x· ~ Poo· +X-H (VII) 
POOH + Fe2+ ~ Fe3+ + po• + OH- (VIli) 
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Il radicale alcossile (Eo = 1.6 per la coppia po•,H+ l POH [ 12.)) 
contribuisce alla propagazione strappando un atomo di idrogeno ad un 
altro PH: 
po• + PH -? POH + p• (IX) 
Anche quest'ultima reazione produce radicali p• che vengono 
utilizzati nella reazione (V). 
Risulta quindi chiaro che la decomposizione delle catene di acidi 
grassi poliinsaturi è mantenuta autocataliticamente dalla formazione e 
decomposizione dei lipidi idroperossidi. Un ruolo molto importante nella 
decomposizione di questi idroperossidi è rivestito da ioni metallici, in 
particolare dal ferro e dal rame nella fase di iniziazione del processo 
(reazione 111) ed in quella di riiniziazione del processo in cui gli ioni Fe2+ 
reagiscono con gli idroperossidi, tra cui anche quelli lipidici, secondo la 
reazione di Fenton (reazioni 111; VIli). Il risultato di questa reazione è la 
produzione di specie radicaliche potenzialmente dannose. 
l fosfolipidi delle membrane biologiche sono molto ricchi di acidi 
grassi poliinsaturi: la loro presenza rende meno compatta la membrana 
così da impartirle quelle caratteristiche di permeabilità necessarie per il 
metabolismo cellulare. Una eventuale lipoperossidazione degli acidi 
grassi poliinsaturi comporta quindi un rischio potenziale in quanto 
possono essere indotte delle alterazioni strutturali e funzionali delle 
membrane che possono dar luogo ad un aumento della permeabilità 
ed alla perdita di attività da parte degli enzimi di membrana. Questi 
drastici .cambiamenti danneggiano pertanto i processi di trasporto, il 
mantenimento del gradiente di ioni e metaboliti e la trasduzione di 
segnali mediati da recettori [{3). Inoltre i perossidi dei lipidi ed i prodotti 
generati in seguito alla loro decomposizione, (idrossialdeidi insature 
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come la malondialdeide), esplicano un'azione tossica ossidativa a 
livello di proteine, fosfolipidi ed acidi nucleici. 
LA PEROSSIDAZIONE DEL DNA 
In conseguenza dello stress ossidativo e della perossidazione 
lipidica, il DNA può essere soggetto a varie modificazioni. Sia i radicali 
originati dall'ossigeno che quelli prodotti dalla perossidazione lipidica 
possono interagire direttamente con il DNA causando un danno 
genetico in quanto si formano delle strutture chimiche alterate con 
un'alta attività mutagenica. La forma radicalica più attiva nei confronti 
del DNA sembra essere il radicale idrossile (HO.), che è in grado di 
causare lesioni a livello degli zuccheri o delle basi, inducendo rotture 
nel singolo e nel doppio filamento [14]. Il radicale superossido sembra 
danneggiare il DNA solamente in modo indiretto, in virtù della sua 
partecipazione alla reazione di Fenton. In tale caso i danni al DNA non 
sembrano legati al radicale idrossile liberato, bensì dagli atomi di Fe2+ 
associati al DNA [JBC 272 (31) 19095-19098, (1997) Henle E and 
Linn]. Le varie lesioni possono rappresentare, ad esempio, un blocco 
per la DNA polimerasi e per la RNA polimerasi durante la replicazione 
e la trascrizione, rispettivamente. Allo scopo di ovviare a drammatiche 
evenienze di questo tipo, nelle cellule sono presenti diversi meccanismi 
di riparazione capaci di reintegrare il DNA allo stato nativo [/5]. 
MECCANISMI PEROSSIDA TIVIlN VITRO: USO DI Fe2+ E DI AAPH 
Lo studio dei meccanismi di perossidazione lipidica è spesso 
effettuata in vitro mediante l'addizione di ioni ferro o rame, o di 
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generatori di radicali liberi della classe dei diazocomposti, quale ad 
esempio il 2,2'-azobis(2-amidinpropano)diidrocloruro, o AAPH. In 
entrambi i casi è possibile valutare l'avvenuta lipoperossidazione in 
base alla quantità di malondialdeide (MDA) generata, in quanto essa 
costituisce uno dei prodotti finali di tale processo. 
L'azione di Fe2+ e di Fe3+ quali promotori della perossidazione 
lipidica può essere spiegata in base al fatto che le membrane 
biologiche possono contenere lipoperossidi la cui degradazione è 
catalizzata da Fe2+ e da Fe3+, secondo le seguenti reazioni: 
Fe2+ + LOOH 7 Fe3+ + Lo· + OH-
Fe3+ + LOOH 7 Fe2+ + Loo· + H+ 
nelle quali, rispettivamente, Fe2+ produce un radicale alcossile 
(LO•) e Fe3+ un radicale perossile (LOO.), radicali che stimolano la 
reazione a catena della perossidazione lipidica mediante la sottrazione 
di un atomo di idrogeno ad un altro acido grasso. Il radicale alcossile è 
più reattivo del radicale perossile e ciò spiega la più alta attività di Fe2+ 
rispetto a Fe3+ [t:r]. 
L'aggiunta di un chelante del ferro come 
l'etilendiaminatetraidroacetato (EDTA) minimizza la tendenza dello 
ione a reagire con i lipoperossidi in quanto lo sottrae alla reazione [16 ]: 
in questo senso I'EDTA può essere visto come un agente protettivo, in 
vitro. 
La perossidazione lipidica può essere in alternativa indotta 
mediante l'aggiunta del generatore di radicali liberi AAPH, il quale fa sì 
che il processo awenga in modo più graduale. Questa molecola è in 
grado di dare origine alla cascata perossidativa per rottura emolitica 
dei legami azoto, secondo le seguenti reazioni: 
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A-N=N-A (AAPH) + 02 ~ 2Aoo· + N2 
Aoo· + LH + 02 ~ AOOH + Loo· 
Loo· + LH ~ LOOH + L• 
L.+ o2 ~ Loo· 
L'ossidazione dellipide (LH) conduce alla formazione del radicale 
perossile (Loo·) il quale a sua volta genera il lipide idroperossido 
(LOOH) e il radicale centrato sul carbonio (L·), con conseguente danno 
alle membrane biologiche [ ]. 
DANNI PEROSSIDATIVI NELLE CELLULE GERMINALI MASCHILI 
La membrana cellulare, o plasmatica, non è solo l'involucro che 
separa la cellula dall'ambiente, ma è una struttura specializzata che 
controlla il trasporto di ioni e metaboliti e recepisce le modulazioni che 
possono raggiungere la cellula. 
Le membrane biologiche sono costituite da lipidi e proteine in un 
rapporto quantitativo che è a favore dei lipidi nelle membrane con 
prevalente funzione di "barriera", e a favore delle proteine nelle 
membrane con attività metaboliche accessorie (membrane 
mitocondriali interne, tilacoidi). l componenti lipidici e proteici variano, 
sul piano sia quantitativo sia qualitativo, a seconda del tipo di cellule 
cui le membrane appartengono e, per la singola cellula, a seconda che 
si tratti di membrana plasmatica o di organelli intracellulari. In generale 
si può affermare che la composizione lipidica e proteica delle 
membrane riflette prerogative funzionali tipiche delle singole 
membrane, ed è dunque ancora diversa da membrana a membrana. 
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Le molecole lipidiche e proteiche interagiscono tra loro con forze 
di natura non covalente, sensibili a temperatura, forza ionica e solventi 
polari. 
Le membrane cellulari sono strutture fluide, dinamiche, e la 
maggior parte delle molecole che le costituiscono è in grado di 
muoversi nel piano costituito dal doppio strato lipidico. La figura 
mostra come le molecole lipidiche sono disposte secondo tale doppio 
strato, ("bilayer'' lipidico) dello spessore di 5nm. Esso costituisce la 
struttura portante della membrana e funge da barriera relativamente 
impermeabile nei confronti della maggior parte delle molecole 
idrosolubili. Le molecole proteiche disperse nel doppio strato mediano 
quasi tutte le altre funzioni della membrana. Alcune proteine servono, 
ad esempio, a trasportare certe molecole dentro e fuori dalla cellula, 
mentre altre sono enzimi che catalizzano reazioni associate alla 
membrana stessa. Un aspetto molto importante è costituito dalla 
asimmetria della membrana, in quanto la composizione (lipidi, rapporto 
lipidi/proteine) è diversa per le due facce (quella extracellulare e quella 
citosolica): questa diversità è alla base delle differenti funzioni che 
hanno luogo sulle due superfici. [l't] 
Modelli largamente utilizzati nello studio delle plasma-membrane 
sono stati, da un lato gli eritrociti, dotati di membrane molto semplici e 
omogenee; dall'altro le cellule altamente polarizzate che hanno domini 
strutturali stabili associati ad una specifica regione cellulare. Un 
esempio di cellula altamente polarizzata è indubbiamente 
rappresentato dallo spermatozoo: esso possiede uno specifico insieme 
di funzioni indispensabili per la fertilizzazione, secondo una sequenza 
ben definita. Tali funzioni sono associate a strutture localizzate in 
regioni specifiche della cellula. Lo spermatozoo è costituito da due 
regioni morfologicamente e funzionalmente distinte, racchiuse da 
un'unica membrana plasmatica: la testa, contenente un nucleo aploide 
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fortemente addensato, e fa coda che indirizza lo spermatozoo verso la 
cellula uovo. Nella testa dello spermatozoo si trova una vescicola di 
secrezione specializzata detta vescica/a acrosomiale, che contiene 
enzimi idrolitici che permettono allo spermatozoo di attraversare il 
rivestimento esterno della cellula uovo. Quando uno spermatozoo 
viene in contatto con una cellula uovo, esso libera per esocitosi il 
contenuto della vescicola con meccanismi globalmente indicati come 
reazione acrosomiale (AR). La coda mobile è costituita da un lungo 
flagello il cui assonema è costituito da due microtubuli centrali separati, 
circondati da nove coppie di microtubuli regolarmente spaziate. 
L'assonema è ulteriormente circondato da nove dense fibre esterne 
incapaci di m~oversi. Il ripiegamento del flagello è provocato dallo 
scorrimento delle coppie di microtubuli adiacenti l'una rispetto all'altra. 
Il movimento del flagello è sostenuto dall'energia proveniente 
dall'idrolisi dell' ATP prodotto da mitocondri dalla forma peculiare, situati 
nella parte anteriore dello spermatozoo detto midpiece. 
Lo sviluppo degli spermatozoi di mammifero ha inizio nei testicoli, 
prosegue a livello dell'epididimo ed è completato nel tratto riproduttivo 
femminile. Tutto ciò produce un gamete capace di fertilizzare la cellula 
uovo. Durante la maturazione dello spermatozoo avvengono profondi 
cambiamenti nella morfologia, nel metabolismo e nella motilità della 
cellula, che culminano nell'esocitosi della vescicola acrosomiale. La 
reazione acrosomiale è un pre-requisito per la fertilizzazione, può 
quindi essere considerata come un'evidenza che lo spermatozoo ha 
completato il suo sviluppo ed è fertile. La reazione acrosomiale 
dipende dalla presenza di recettori specifici, da un ambiente ionico 
caratteristico, dalla destabilizzazione della membrana plasmatica e da 
altri fattori. Molteplici studi in vitro hanno delineato una sequenza di 
cambiamenti nelle proprietà fisiche della membrana dello spermatozoo, 
e recentemente sono state ottenute nuove interessanti informazioni sui 
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cambiamenti che awengono a livello della sua superficie durante la 
maturazione degli spermatozoi a livello epididimale. 
L'epididimo è una formazione allungata in cui si distinguono: il 
caput, corrispondente alla parte iniziale più espansa ed in continuità 
con il testicolo tramite i condottini efferenti, il corpus, detto anche seno 
dell'epididimo, e la cauda che rappresenta l'estremità inferiore e giunge 
in vicinanza del polo inferiore del testicolo (fig.1). Il caput dell'epididimo 
è formato da condottini efferenti che in esso si tramutano in coni 
vascolosi; accoglie inoltre il tratto iniziale del canale dell'epididimo. Il 
corpus e la cauda sono costituiti dal solo canale dell'epididimo, 
ripetutamente avvolto su se stesso. 
Il transito attraverso l'epididimo, come già accennato, rappresenta 
una fase cruciale nella maturazione dello spermatozoo. Quando gli 
spermatozoi escono dalla rete testis ed entrano nel caput 
dell'epididimo, sono ancora infertili sebbene abbiano già acquisito la 
loro tipica morfologia. Essi non sono ancora mobili, non posseggono la 
capacità di legarsi alla cellula uovo ed inoltre non sono in grado di 
subire la reazione acrosomiale in risposta ai comuni stimoli. E' durante 
il transito epididimale che gli spermatozoi maturano e subiscono una 
serie di cambiamenti che includono l'acquisizione progressiva della 
motilità e dell'abilità di interagire con la cellula uovo per fertilizzarla.· 
Attraversando l'epididimo, dal caput alla cauda, gli spermatozoi sono 
costantemente esposti a cambiamenti del microambiente esterno. E' 
compito dell'epitelio dell'epididimo assicurare che le condizioni per la 
maturazione rimangano ottimali. Tale ruolo è svolto mediante 
l'eliminazione di prodotti metabolici dannosi e di sostanze esogene 
tossiche grazie alla barriera selettiva offerta dai vasi sanguigni, in 
grado di regolare i movimenti di tali sostanze attraverso l'epitelio. 
Inoltre diverse proteine epididimali sembrano proteggere gli 
spermatozoi e l'epitelio dell'epididimo dal danno proteolitico che risulta 
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dal rilascio prematuro di enzimi acrosomiali che può aver luogo durante 
la fase di immagazzinamento [ ]. 
La porzione anteriore della testa dello spermatozoo è costituita da 
quattro strati di membrane strettamente associati: a partire dall'esterno 
verso l'interno sono presenti la membrana plasmatica, la membrana 
acrosomiale più esterna e quella più interna, ed infine la membrana 
nucleare. La reazione acrosomiale è, come ho già specificato, un 
evento di esocitosi che coinvolge la fusione della membrana 
plasmatica con la membrana acrosomiale esterna della sottostante 
vescicola acrosomiate. l cambiamenti che avvengono durante il transito 
epididimale fanno sì che la struttura di membrana sia potenzialmente 
pronta alla fusione, ossia diventi fusogenica, ma una prematura AR 
potrebbe vanificare la capacità dello spermatozoo di fertilizzare la 
cellula uovo. 
La cauda dell'epididimo va considerata un organo di 
immagazzinamento. Gli spermatozoi risiedono in questa regione per 
parecchi giorni prima dell'eiaculazione o prima di essere espulsi con 
l'urina. Perciò, sebbene gli spermatozoi della cauda siano 
potenzialmente capaci di dar luogo alla AR, i meccanismi di 
maturazione, accanto allo sviluppo di una membrana potenzialmente 
fusogenica, hanno messo a punto un sistema di sicurezza per 
immagazzinare gli spermatozoi quiescenti e non reattivi. Questa 
protezione è rinforzata durante l'eiaculazione mediante l'aggiunta di 
molecole di rivestimento sulla superficie dello spermatozoo al fine di 
inibire la AR. Queste protezioni vengono progressivamente rimosse 
nelle vie genitali femminili, fino a che, in presenza della cellula uovo, lo 
spermatozoo è così pronto a subire la AR attraverso cui libera proteasi 
e ialuronidasi essenziali per la penetrazione. 
proteasi e ialuronidasi essenziali per penetrare il rivestimento 
della cellula uovo. 
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In conclusione, si può· affermare che gli spermatozoi immaturi 
presentano delle membrane resistenti alla perturbazione da parte di 
agenti specifici ed esibiscono un potenziale fusogenico di piccola 
entità.· Gli spermatozoi che hanno completato la maturazione 
nell'epididimo hanno invece membrane meno stabili e con un 
potenziale fusogenico più alto. 
In tale contesto, recenti studi riguardanti la membrana plasmatica 
della testa anteriore dello spermatozoo di ariete [ zo ], hanno messo in 
evidenza la diversa composizione lipidica dello spermatozoo di caput e 
di cauda. Sono stati inoltre descritti cambiamenti dell'organizzazione 
stessa della membrana. Dunque i cambiamenti fisici e funzionali delle 
membrane degli spermatozoi durante il transito epididimale sono 
causati dalla riorganizzazione dei componenti di membrana e da 
modificazioni passive della superficie cellulare dovute all'ambiente 
circostante. E' stato proposto un modello per la regolazione della 
stabilità della membrana plasmatica dello spermatozoo durante la sua 
maturazione [21]. Lo spermatozoo immaturo nel caput dell'epididimo 
possiede una membrana plasmatica della testa molto instabile 
caratterizzata da una distribuzione asimmetrica di fosfatidiletanolamina 
(PE) e di fosfatidilcolina (PC) a livello del foglietto interno ed esterno di 
membrana, rispettivamente. Queste cellule sono ora infertili ed 
incapaci di compiere la AR in risposta ai comuni stimoli. Durante la 
maturazione epididimale hanno luogo un aumento del rapporto 
steroli/fosfolipidi da un valore di 0.26 a 0.44 e la sostituzione del 50% 
di PE con PC altamente insatura. Come conseguenza, si ottiene quindi 
una membrana potenzialmente fusogenica per l'aumento 
dell'insaturazione, ma tale potenziale è minimizzato dalla distribuzione 
asimmetrica dei lipidi e dagli alti livelli di colesterolo. Il risultato è uno 
spermatozoo inattivo che può essere così immagazzinato. 
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Riassumendo, gli spermatozoi di caput e di cauda di epididimo 
posseggono diversa composizione e diversi livelli di stabilità della 
membrana plasmatica ed acrosomiale. Lo studio dei meccanismi 
antiperossidativi risulta quindi in quest'ambito piuttosto rilevante. Gli 
spermatozoi di epididimo non sono soggetti al danno perossidativo 
causato da agenti esterni che possono essere prodotte dopo il tratto 
epididimale ad opera, ad esempio, dei leucociti polimorfonucleati 
{PML). Sembrerebbe dimostrato [ z.z.] che la formazione di ROS a 
questo livello può avere effetti deleteri su spermatozoi umani, in quanto 
può condurre ad una marcata riduzione della motilità e ad una ridotta 
capacità fertilizzante. Va ricordato, in particolare, che i PML producono 
una considerevole quantità di anione superossido. L'effetto patologico 
derivante sembra essere dovuto ad una conversione dell'anione 
superossido a perossido d'idrogeno con conseguente inizio della 
cascata perossidativa (2~. 
La produzione dei ROS è stata studiata nel seme e negli 
spermatozoi di epididimo [2~] nei quali la presenza di o2·· e di H202 è in 
parte dovuta all'attività mitocondriale e, nel caso specifico di H202, alla 
superossido dismutasi {SOD) [25]. Queste molecole, insieme ai ROS 
esogeni ed ai pro-ossidanti, possono causare la perossidazione lipidica 
delle membrane degli spermatozoi con conseguente danneggiamento 
dell'acrosoma, del pezzo intermedio, dell'assonema. Ciò concorre al 
malfunzionamento della capacitazione e della reazione acrosomiale, 
ad una perdita della mobilità e conduce, in ultima analisi, all'infertilità. 
l meccanismi protettivi sono sicuramente presenti a livello degli 
spermatozoi, come a livello del fluido seminale [ 2.&]. In ogni caso i 
fenomeni sopra indicati devono essere valutati differentemente nei due 
ambienti specifici {epididimo e plasma seminale), a causa dei dissimili 
equilibri esistenti tra l'accumulo dei ROS e la loro deplezione ad opera 
dei meccanismi che agiscono da "scavenger''. 
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Gli studi da me condotti hanno preso in considerazione gli 
spermatozoi di epididimo. 
MECCANISMI CHE CONTRASTANO LA LIPOPEROSSIDAZIONE 
E' innegabile che sia stato compiuto un notevole sforzo 
evoluzionistico da parte di organismi aerobi, che hanno dovuto 
adottare opportuni meccanismi di difesa atti a contrastare l'azione 
lesiva delle specie re attive dell'ossigeno e dei radicali liberi che ne 
derivano. Tali meccanismi sono noti come sistemi antiossidativi e sono 
tanto di natura enzimatica quanto di natura non enzimatica. 
Sono svariate le funzioni svolte dai sistemi antiossidativi in 
relazione alla perossidazione lipidica [2.~: 
- bloccare i precursori dei radicali liberi; 
- chelare gli ioni metallici che catalizzano la formazione dei 
radicali iniziatori; 
- diminuire la concentrazione locale di 02; 
- decomporre i perossidi formatisi in modo che non possano 
essere riconvertiti a radicali per awiare una nuova catena di 
reazioni; 
- bloccare la propagazione radicalica. 
Nello schema sottostante (fig. 2...) sono raggruppati i meccanismi 
antiperossidativi più comuni e più diffusi presenti in natura. Di questi ho 
preso in considerazione -a livello di spermatozoi di epididimo di ratto-
tutti quelli enzimatici e quello basato sulla vitamina E. 
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MECCANISMI ANTIPEROSSIDATIVI 
ENZIMATICI 
GPx 
GR 
SOD 
CAT 
PHGPx 
Sistemi enzimatici 
NON ENZIMATICI 
VIT. E o a-tocoferolo 
VIT.C o ascorbato 
GSH 
l meccanismi antiperossidativi di natura enzimatica agiscono 
prevenendo l'iniziazione e la propagazione delle reazioni radicaliche. 
Tra questi sono compresi gli enzimi di seguito descritti. 
Superossido dismutasi fSODJ 
La superossido dismutasi è largamente distribuita nelle cellule e 
nei microorganismi che possiedono un metabolismo di tipo aerobico. 
Sono state descritte tre forme differenti di questo enzima: una 
contenente Cu e Zn a localizzazione citoplasmatica, una contenente 
Mn di natura mitocondriale ed un'altra contenente Fe isolata da batteri. 
Il ruolo fisiologico della SOD è quello di proteggere le cellule dagli 
effetti tossici dell'anione superossido (02-•) generato durante 
l'ossidazione enzimatica deii'NADPH nelle reazioni di trasferimento di 
20 
elettroni microsomiali e mitocondriali [s::>]. La SOD elimina l'anione 
superossido con la seguente reazione di dismutazione che conduce 
alla formazione di H202 e 02: 
SOD 
cambiamenti della composizione lipidica dovuti 
all'invecchiamento sono stati associati ad una marcata riduzione, nel 
plasma seminale, dei maggiori sistemi antiossidanti, tra cui anche la 
SOD [ ]. 
Catalasi (CA TJ 
L'accumulo di H20 2 che viene prodotto dalla reazione catalizzata 
dalla SOD deve essere limitato e ciò si ha grazie all'enzima catalasi. 
Esso è un'emoproteina contenente 4 gruppi eme (Fe3+) ed è presente, 
in quasi tutti i tessuti animali, in organelli specifici noti come 
perossisomi. Tale enzima permette la dismutazione di H20 2 secondo la 
seguente reazione: 
CAT 
Va ricordato che è stata valutata la possibilità che la formazione di 
perossido d'idrogeno da parte degli spermatozoi giochi anche un ruolo 
fisiologico di sicuro interesse durante la capacitazione. Tale processo è 
definito come un periodo d'incubazione richiesto per rendere fertili gli 
spermatozoi di mammifero e culmina con la reazione acrosomiale. Da 
esperimenti in vitro sembra che questa sia stimolata dall'aggiunta di 
H202 a concentrazioni controllate e, contrariamente, sia inibita dalla 
presenza della catalasi. Questi risultati suggeriscono che il perossido 
d'idrogeno possa essere coinvolto nella riorganizzazione della 
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membrana al fine di facilitare la fusione che ha luogo durante 
l'esocitosi e la reazione acrosomiale [31]. 
Le evidenze riguardanti l'esistenza e il ruolo della catalasi nel 
seme sono piuttosto controverse. Per molti anni infatti si è creduto che . 
questo enzima fosse assente dagli spermatozoi di mammifero. Nel 
1940 venne dimostrata la presenza dell'enzima negli spermatozoi di 
bovino e questo fu l'inizio di una lunga controversia. Inizialmente si 
attribuì tale attività alla presenza di contaminazioni dovute ad altre 
cellule fonti di catai asi (cellule del sangue, leucociti). Successivamente 
si cercò di awalorare la tesi iniziale con ulteriori esperimenti i quali 
diedero risultati comunque discordanti [:2-31]. Attualmente gli studi 
riguardanti la presenza della catalasi nello spermatozoo si basano sulla 
costante ricerca di informazioni finalizzate a collegarne la presenza o 
meno con problemi perossidativi e, quindi, in ultima analisi di infertilità. 
Glutatione perossidasi (GPxJ 
Un ruolo molto importante nel mantenere l'integrità strutturale 
della cellula in seguito a fenomeni lipoperossidativi è svolto dal 
glutatione (GSH) e dagli enzimi ad esso correlati. Il glutatione è un 
tripeptide costituito da acido glutamico, cisteina e glicina (y-glutamil-
cisteinil-glicina). 
Il glutatione, caratterizzato allo stato ridotto da un gruppo tiolico, 
può essere reversibilmente ossidato come indicato di seguito: 
2G-SH G-S-S-G ~ 
dove GSH rappresenta il glutatione ridotto e GSSG quello 
ossidato, nel quale è presente un ponte di solfuro appartenente al 
residuo di cisteina. Nelle cellule il glutatione funge quindi da tampone 
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sulfidrilico poiché protegge i gruppi tiolici delle, proteine e di altri 
composti ossidabili dall'azione deleteria dei perossidi e dei radicali 
liberi dell'ossigeno. E' presente in tutti i tessuti per il 95% in forma 
ridotta ed i suoi livelli intracellulari variano da 0.1 a 1 O m M. ~] 
Per quanto riguarda la protezione enzimatica glutatione-
dipendente posso innanzitutto citare quella esplicata nei confronti 
dell'azione tossica deii'H20 2 e di altri. perossidi ad opera degli enzimi 
del tipo glutatione perossidasi. Primo tra questi è la glutatione 
perossidasi "classica" (GPx) che catalizza la seguente reazione in cui 
viene usato il glutatione ridotto come substrato riducente B~: 
GPx 
H202 + 2GSH -7 GS-SG + 2H20 
La GPx è un'enzima tetramerico costituito da quattro subunità 
identiche contenente ciascuna un'atomo di selenio (Se) localizzato 
nella Se-cisteina del sito attivo [38). 
La GPx catalizza anche la riduzione di alcuni idroperossidi 
organici come, ad esempio, il t-butil idroperossido, i quali sono 
convertiti ad alcoli secondo la seguente reazione: 
GPx 
ROOH + 2GSH -7 ROH + H20 + GS-SG 
L'enzima, nonostante sia capace di utilizzare i perossidi organici 
tra cui gli acidi grassi perossidati, non può usare i fosfolipidi 
idroperossidi (PLOOH) i quali devono essere prima convertiti ad acidi 
grassi poliinsaturi perossidati (POOH) grazie all'azione dell'enzima 
fosfolipasi A2 (PLA2). Questo enzima interviene in seguito ad 
alterazioni di membrana causando l'idrolisi dei fosfolipidi idroperossidi: 
PLOOH -7 LisoPL + POOH 
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.GSH 
Jfz9··· GSH 
Figura4. Meccanismo catalitico delle glutatione perossidasi Se-dipendenti 
POOH rappresenta un generico acido grasso poliinsaturo 
perossidato il quale viene ridotto dalla GPx come già indicato: 
GPx 
POOH + 2GSH -? POH + H20 + GS-SG 
Glutatione reduttasi (GRJ 
Il glutatione ridotto consumato nelle reazioni catalizzate dalla GPx 
viene di norma ripristinato ad opera dell'enzima glutatione riduttasi 
NADPH-dipendente. La reazione è la seguente: 
GR 
GS-SG + NADPH + H+ -? 2GSH + NADP+ 
l due enzimi agiscono quindi in modo sinergico ed il loro 
meccanismo d'azione può essere visto come un unico processo. 
Glutatione perossidasi specifica per gli idroperossidi fosfolipidici 
(PHGPxJ 
Maggiore è stato il nostro interesse nello studio della fosfolipide 
idroperossido glutatione perossidasi (PHGPx o GPx 4). Nel corso degli 
anni passati, il nostro gruppo se ne era già occupato, studiandone 
soprattutto la localizzazione ed il tipo di legame, sempre nell'ambito del 
sistema riproduttore del ratto [3S]. Tale enzima, scoperto dal gruppo del 
pof. Ursini agli inizi degli anni '80 [39], ha avuto solo negli ultimi anni un 
crescente interesse da parte del mondo scientifico. Ciò ha portato 
all'attribuzione di nuovi e importanti ruoli accanto a quello 
antiossidativo sulla base del quale era stato scoperto. Identificata 
inizialmente come PIP (peroxidation-inihibiting protein), è stato l'unico 
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enzima, per molto tempo, per il quale è stata riportata la specificità di 
substrato nei confronti degli idroperossidi dei fosfolipidi, del colesterolo, 
del colesterolo esterificato, delle LDL accanto agli idroperossidi già 
utilizzati dalle altre perossidasi [ aggiungere bibliografia in cui si parla 
dell'attività di GST e GPx 5 nei confronti dei fosfolipid1]. La scoperta 
della sua peculiare attività catalitica, in grado di proteggere in vitro 
liposomi e membrane dal danno perossidativo [37], ne ha fatto l'enzima 
di maggior importanza nella protezione delle membrane biologiche dai 
danni derivati dalla lipoperossidazione. Enzima monomerico di 20kDa, 
appartenente alla sempre più numerosa famiglia delle glutatione 
perossidasi (costituita da tre enzimi tetramerici e da uno monomerico 
[Ursini F , Maiorino M, Roveri A Biomedica/ and Environmental 
Sciences 10, 327-332 (1997)], è anche uno delle 12 seleno-proteine 
fino ad ora identificate, in quanto recantè nella sua sequenza 
amminoacidica una selenocisteina, fondamentale alla sua attività 
catalitica [4o-4~. Gli studi di biologia molecolare riguardanti le 
selenoproteine hanno evidenziato una particolarità che li rende unici 
rispetto alle altre metallo-proteine: la selenocisteina viene infatti 
codificata dalla tripletta UGA [~6], che in genere codifica per un segnale 
di fine traduzione. 
Sebbene le omologie della PHGPx nei confronti delle altre 
glutatione perossidasi non vadano oltre il 30%, è stata vista una 
pronunciata somiglianza nel cluster coinvolto nella formazione del sito 
catalitico e nella comune triade catalitica costituita da selenocisteina, 
glutamina e triptofano [Ursini et al Biomedical. ... ]. Tale famiglia perciò 
risulta legata da un medesimo meccanismo di catalisi enzimatica (vedi 
figura con meccanismo catalitico). Nei confronti della GPx "classica", 
con cui spesso la PHGPx è confrontata, vi sono delle importanti 
differenze; innanzitutto la GPx, possedendo una maggiore specificità di 
substrato nei confronti del perossido di idrogeno e di idroperossidi 
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idrofilici assolve come compito la protezione del milieu solubile, ma 
questi due enzimi hanno soprattutto diversa specificità nei confronti del 
glutatione: substrato riducente di elezione e fondamentale per la GPx, 
risulta uno tra quelli utilizzabili dalla PHGPx. Quest'ultima infatti 
sembra funzionare altrettanto bene anche con altri tioli, facendo 
ipotizzare una sua possibile attività tiolo-ossidasica su tioli anche di 
natura proteica [41]. 
La PHGPx è stata purificata inizialmente da cuore di maiale [ f~], 
dove è presente come proteina solubile, successivamente è stata 
isolata da membrane mitocondriali di testicolo di ratto adulto [ltS], in 
quanto la sua attività catalitica in tale tessuto è di due ordini di 
grandezza superiore rispetto ad altri esaminati [46]. Vista la maggiore 
attività in tale ambito, la ricerca successiva si è focalizzata a studiarne 
la localizzazione, il controllo e la regolazione. Non solo queste sono 
state però le motivazioni che hanno spinto la ricerca in questo senso. 
L'apparato riproduttore maschile in fatti è fortemente danneggiato dalla 
mancanza di selenio; normalmente ne è ridotta la motilità spermatica, e 
in caso di un alto grado di deficienza, si puo'avere la rottura dello 
spermatozoo a livello del mid-piece in diverse specie [bibliografie da 8 
a 11 dell'articolo di Maiorino et al Bio Factors 1999], mentre una 
notevole mancanza di selenio porta alla completa perdita delle cellule 
germinali mature [bibliografia 14 sempre del medesimo articolo]. 
L'espressione nel testicolo della PHGPx è sotto il controllo 
ormonale della gonadotropina [4t) ed inoltre è influenzata dalla pubertà. 
A questo proposito, utilizzando tecniche di Norther Blot su testicoli di 
ratti normali e pre-puberi ipofisectomizzati, si è recentemente 
dimostrata l'assenza dell'mRNA specifico per la PHGPx, dimostrando 
come l'ipofisi possa regolare il trascritto di tale proteina nel testicolo (lt~). 
l dati biochimici che in passato hanno evidenziato una cospicua 
presenza dell'enzima, nei mitocondri [ ], e in particolare a livello dei 
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contatti tra membrana mitocondriale interna ed esterna [::o], sono stati · 
successivamente confermati dai dati molecolari. In un articolo del 1995 
[5l] CONTROLLARE, è stata pubblicata la scoperta di una sequenza 
"target" per la localizzazione mitocondriale, e sono stati inoltre 
identificati due codoni di inizio traduzione, dei quali il primo porta 
all'espressione di una proteina di 23 kDa e 197 aminoacidi contenente 
il target mitocondriale, mentre il secondo codifica la proteina di 20 kDa 
e 170 aa. Questi dati sono stati confermati successivamente da Arai et 
al. La PHGPx comunque presenta un'altra importante localizzazione 
che sembra destare molte perplessità e poco interesse: il nucleo [un 
Ursini, un Giapponese articolo con extrabanda]. In tale organulo la 
PHGPx risulta per il 1 0°/b solubile, per il 30% legato alla membrana e 
per il 60% legato alla cromatina con interazioni elettrostatiche e ponti 
disolfuro [52.]. Il legame dell'enzima alla cromatina potrebbe suggerire 
inoltre una ipotetica attività di agente ossidante dei tioli di proteine 
(protamine) utilizzabili come substrati alternativi al posto del glutatione. 
Le caratteristiche sopra menzionate potrebbero pertanto conferire alla 
PHGPx una nuova ed importante funzione che non è solo di protezione 
ma anche di regolazione della condensazione della cromatina [s3). 
Se, data la sua localizzazione mitocondriale, un ruolo 
antiossidativo è facile da immaginare [Arai et al, Ursini et al], così non 
è per quella nucleare. In passato il gruppo di Bao, Williamson aveva 
postulato un ruolo di tipo protettivo nei confronti del DNA idroperossido 
saggiando l'attività dell'enzima utilizzando come substrato la timina 
idroperossido [54 ]. Pur riuscendo ad ottenere una certa attività, tale 
filone di ricerca non è stato ulteriormente sviluppato. In linee cellulari 
somatiche sovraesprimenti la PHGPx ricombinante è stato visto un 
ruolo antiossidativo [5~ ], come pure un ruolo antiapoptotico [S<O ], ma 
non si esclude un suo ulteriore coivolgimento nell'ambito del 
metabolismo dei leucotrieni [5i-]. Infatti la PHGPx, sottraedo fosfolipidi 
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idroperossidi, inibirebbe indirettamente la lipoossigenasi 5, bloccando 
quindi la formazione dei leucotrieni a partire da acido arachidonico [s~. 
A differenza comunque dei crescenti ruoli attribuitegli, ancora 
poco si sa su tale proteina da un punto di vista molecolare e di 
regolazione genica, purtroppo non è ancora stato creato il ratto knock-
out, che potrebbe dare un notevole impulso nell'identificazione dei veri 
o del più importante ruolo di questo enzima. 
Sistemi non enzimatici 
Accanto ai meccanismi antiperossidativi di tipo enzimatico vanno 
annoverati anche i sistemi non enzimatici che presentano generiche 
funzioni detossificanti (scavenging), atte a bloccare la perossidazione 
lipidica. Poiché il danno perossidativo può awenire tanto nei liquidi 
biologici quanto a livello delle membrane, è logico che gli organismi 
aerobi abbiano evoluto due tipi di molecole antiossidanti: idrosolubili e 
liposolubili [sq]. 
Gli antiossidanti liposolubili sono capaci di inibire la 
lipoperossidazione a livello di membrane biologiche: a questa classe 
appartengono la vitamina E, o a-tocoferolo, il coenzima Q, o 
ubichinolo, ed i carotenoidi. 
Al contrario, gli antiossidanti idrosolubili esplicano la loro azione 
nei liquidi biologici e tra questi vi sono l'ascorbato, o vitamina C, e il 
GSH. 
Vitamina E (a-tocoferolo) 
Tra le molecole liposolubili la vitamina E rappresenta, nelle 
membrane biologiche, il più importante antiossidante verso i lipidi 
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poliinsaturi. A tale funzione è associata anche la capacità di inserirsi 
nelle membrane e di stabilizzarle grazie alle interazioni chimico-fisiche 
che si instaurano tra la catena laterale poliisoprenica satura della 
vitamina e le catene degli acidi grassi dei fosfolipidi. Come 
conseguenza le membrane risultano essere più compatte e dunque 
meno soggette all'azione dei radicali liberi. Ciò può spiegare come la 
deficienza di vitamina E si ripercuota anche per questo motivo 
sull'integrità strutturale e funzionale delle membrane [6o]. 
Esperimenti su spermatozoi in vitro hanno messo in evidenza un 
indubbio ruolo protettivo della vitamina E contro danni perossidativi e 
quindi contro la conseguente perdita della motilità, fino all'aumento 
della capacità dello spermatozo di penetrare la cellula uovo in 
presenza di alte concentrazioni di vitamina. Comunque non ci sono 
ancora informazioni disponibili riguardanti l'ammontare, la 
localizzazione ed il ruolo dell'a-tocoferolo in vivo negli spermatozoi di 
mammifero, sebbene ci siano numerose indicazioni concernenti il suo 
possibile ruolo terapeutico nella cura dell'infertilità umana [6/]. 
Il ruolo svolto dalla vitamina E (indicata come T -OH) deriva 
principalmente dall'interazione con il radicale perossile (Poo·) al quale 
cede un atomo di idrogeno. La reazione è la seguente: 
Poo· + T -OH ~ POOH + T -o· 
Questa reazione, che conduce alla formazione del radicale 
tocoferile (TO.) e del lipide idroperossido (POOH), è cruciale 
nell'assicurare un valido meccanismo di protezione dagli effetti di 
lipoperossidazione di membrana. Tale funzione è assicurata anche dal 
fatto che il radicale perossile reagisce con la vitamina E più 
velocemente che con un altro lipide [62]; inoltre il radicale tocoferile non 
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partecipa alle reazioni di propagazione [{5] e viene facilmente ridotto a 
TOH dall'acido ascorbico o da altri sistemi enzimatici. 
Recenti studi hanno dimostrato che i mitocondri di testicolo di ratto 
contengono un grande ammontare di a-tocoferolo [64]. E' stato inoltre 
valutato il possibile sinergismo tra la vitamina E e la PHGPx 
nell'opporsi al danno indotto dalla perossidazione lipidica nei 
mitocondri. La figura 5 permette di capire tale meccanismo. 
lllipide idroperossido (LOOH) che si forma in seguito alla reazione 
tra la vitamina E ed il radicale lipoperossile (Loo·) rappresenta il 
substrato della PHGPx che, come già specificato, è uno dei più 
importanti enzimi specifici capaci di proteggere in situ le membrane 
dalla perossidazione lipidica. l dati riguardanti il consumo di vitamina E 
nei mitocondri di testicolo di ratto e nelle membrane ·mitocondriali dopo 
perossidazione, sotto diverse condizioni di attività di PHGPx indicano 
che il postulato sinergismo tra l'enzima e la vitamina E deve essere 
escluso in quanto i due meccanismi sembrerebbero operare in maniera 
non dipendente ~]. 
LE PROTAMMINE NEl MAMMIFERI: LORO FUNZIONE E 
REGOLAZIONE NELLA CONDENSAZIONE CROMATINICA 
Il nucleo degli spermatozoi dei mammiferi è del tutto peculiare non 
soltanto perché distribuisce il contenuto genetico aploide, ma anche 
per i marcati cambiamenti sia di composizione che morfologici a cui va 
in contro rispetto al nucleo delle cellule somatiche. Il complesso DNA-
istoni presente negli spermatociti, viene disassemblato durante la 
spermiogenesi e rimpiazzato da un complesso costituito da DNA e 
protamine [Poccia D (19869 lnt Rev Cytol 105:1-65]. Inoltre lo studio 
delle proteine nucleari dello spermatozoo ha dimostrato che la 
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formazione di proteine aberranti o l'esistenza di un diverso rapporto di 
protamine e proteine nucleari può portare alla formazione di soggetti 
sterili. 
Sono stati evidenziati due gruppi principali di protamine, il primo, 
P1, presente in tutti i mammiferi, e P2, presente nell'uomo e in pochi 
altri mammiferi. Entrambi i gruppi contengono proteine ricche in 
cisteine necessarie per le formazione di ponti disolfuro atti a 
stabilizzare il nucleo condensato dello spermatozoo [de Yebra and 
Oliva]. 
All'interno degli spermatozoi di mammifero, bisogna aggiungere, 
lo stato dei tioli cambia durante la maturazione sia nel nucleo [Bedford 
JM and Calvin Hl (1974) J Exp Zoo/, 188: 137-156] che nella coda 
[Bedford JM and Calvin Hl (1974) J Exp Zoo/188: 137-204], andando 
incontro ad un incremento di legami -SS-, elemento che comporta un 
loro diretto coinvolgimento strutturale [Huang <kosower, 
Yanagimachi] e [Kosower, Katayose and Yanagimachi (1992) J Androl 
13: 342-348] 
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SCOPO DELLA TESI 
Nel laboratorio in cui ho svolto il mio dottorato, già in passato lo 
studio della fosfolipide idroperossido glutatione perossidasi nel 
testicolo era stato motivo di ricerca. Gli studi di localizzazione e 
distribuzione, insieme a quelli atti a caratterizzare il tipo di legame della 
proteina con altre molecole e strutture mirava a far luce sul suo 
possibile ruolo all'interno del testicolo. 
Nell'ambito delle molteplici funzioni addebitate a tale enzima, 
quello che coinvolge la PHGPx in meccanismi di tipo differenziativo o 
maturativo è stato il fine ultimo della ricerca svolta in questa tesi. 
Basata sull'importanza del selenio nella fertilità maschile, insieme alla 
larga specificità di substrati tiolici con cui tale enzima può reagire, ma 
non solo. l dati in letteratura fino ad ora davano indicazioni piuttosto 
diverse [~] sulla sua espressione nel ratto impubere ed inoltre, mai 
erano stati portati avanti studi di espressione sulle cellule di testicolo 
purificate. 
lnnanzitutto non abbiamo potuto trascurare di considerare il suo 
ruolo antiossidativo. A tal fine è stato scelto di studiare l'espressione 
della PHGPx sia come proteina (utilizzando metodiche di western blot 
e di immunoistochimica), sia come enzima nel corso 
dell'invecchiamento del ratto sia nel testicolo che nell'epididimo. Il ruolo 
dei radicali liberi e il danno da essi provocato alle cellule e ai tessuti è 
ben noto, logico perciò pensare che un enzima con attività 
antiossidativa ne venga influenzato. 
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In più dai dati presenti in letteratura ci si è accorti della scarsa e 
confusa conoscenza dei meccanismi antiossidativi presenti negli 
spermatozoi di epididimo. Per fare luce su tale argomento abbiamo 
perciò pensato di analizzare diversi meccanismi sia enzimatici 
(PHGPx, GPx, GR, catalasi e superossido dismutasi) sia non 
enzimatici (vitamina E e glutatione) nelle due popolazioni di 
spermatozoi provenienti rispettivamente dal caput e dalla cauda 
dell'epididimo. Ci siamo prefissati di studiare inoltre come, tali due 
popolazioni reagiscano allo stimolo perossidativo e se alcuni degli 
enzimi possa espletare un ruolo protettivo nei confronti della vitamina 
E. 
Nel corso della spermatogenesi, ma soprattutto della 
spermiogenesi awengono molteplici modificazioni sia strutturali che 
conformazionali a livello mitocondriale e nucleare. Poiché la PHGPx è 
in grado di utilizzare tioli anche di provenienza proteica abbiamo scelto 
di purificare e saggiare l'attività dell'enzima nei confronti delle 
protamine. Queste piccole proteine succedono gli istoni nel legame al 
DNA e ne condizionano la condensazione. Esse esistono all'interno 
degli spermatozoi di caput e di cauda in due stati ossido riduttivi molto 
diversi. Da qui la scelta fatta. 
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MATERIALI E METODI 
Omogenato di testicolo di ratto 
Una volta sacrificato l'animale e asportati i testicoli, questi 
vengono decapsulati, tagliuzzati e risospesi in circa 9-30 mi di tampone 
10mM Tris-CI pH7.4 a seconda dell'età dell'animale. Dopo essere stati 
grossolanamente tagliuzzati con una forbice, essi vengono trasferiti in 
un potter vetro-teflon e omogenizzati a motore per 1 O volte. Il materiale 
così ottenuto viene utilizzato per gli esperimenti successivi. 
Frazionamento di cellule germinali maschili in popolazioni 
omogenee a stadi definiti del differenziamento: staput 
Tale metodica f:a] prevede fondamentalmente 3 diversi momenti: 
1) la digestione del tessuto per la preparazione delle cellule 
germinali totali 
2) il caricamento e la separazione delle cellule nel gradiente 
diBSA 
3) la raccolta delle cellule in stadi definiti 
1) digestione: dopo il sacrificio degli animali (circa 3-4 
animali da 1 OOgr, 36 giorni) e il prelievo dei testicoli viene tolta la 
tonaca albuginea. 
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Si passa ad una prima digestione con collagenasi (1 mg/ml) a 
temperatura ambiente in 20 mi di terreno 1X MEM per circa 10 
minuti. Si lasciano sedimentare per 2 minuti i tubuli dipanati e si 
scarta il supernatante. Si lava una volta in 1X MEM. Segue una 
seconda digestione con collagenasi in presenza di 0.1% BSA e 
0.1 mg D Nasi lasciando agitare in un bagno scuotitore per 45 minuti 
a 32°C spipettando alcune volte dopo 30 minuti. Si diluisce il tutto 
con terreno contente BSA. Si lascia sedimentare per 5 minuti, si 
aspira il supernatante contenente la sospensione cellulare e lo si 
pone in un provettone da 50 m l. Si centrifuga per 1 O minuti a 500 x g 
arrivando a velocità gradualmente. Si risospende a questo punto il 
sedimento in 32 mi di terreno 1X MEM aggiungendo 640JJI di 10% 
BSA e 900JJI di DNase. Una volta sedimentati eventuali aggregati si 
aspira il il supernatante e si contani le cellule 
2) caricamento e separazione: Nella camera di 
sedimentazione (vedi figur~ non devono essere caricate più di 200 
x 1 06 cellule in 32 mi. 
Per la creazione del gradiente sono necessari: 
11itro 3% BSA in terreno 
11itro 1% BSA " 
200 mi 0.5% BSA " 
posizionati come nella figura. 
Il primo passaggio consiste nel far entrare (aprendo il rubinetto 
C) 24 mi di 0.5% BSA nella siringa che verranno poi scartati. Nella 
stessa siringa vengono versati 64 mi di terreno,dei quali 30 mi si 
fanno entrare nella camera di sedimentazione; con i restanti 34 mi 
si regola la velocità con la quale la sospensione cellulare e il 
gradiente entreranno nella camera. A questo punto si versa nella 
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STAPUT 
Tecnica di sedimentazione per frazionare le cellule 
germinali maschili in popolazioni omogenee a stadi defmiti del differenziamento 
~ 2 digestioni lmg/ml collagenasi (+/- DNase I) 
~Agitazione 45' a 32°C 
~ Sedimentazione 
~ Risospensione 
~Caricamento in camera di sedimentazione ( ~ 7ML/ml) 
5: Spermatociti primari in pachitene 
3: Spennatidi rotondi 
/ campione 
r 
siringa la sospensione cellulare (32 mi) che viene fatta entrare nella 
camera di sedimentazione a velocità definita. Si aprono i rubinetti A, 
B e C e si fa entrare anche il gradiente, lasciando quindi 
sedimentare le cellule. 
3) raccolta: raggiunto lo spessore ottimale di diffusione della 
banda di cellule (nel nostro caso 23mm), si può iniziare la raccolta. 
Vengono scartati i primi 1376 mi. 
Si iniziano a raccogliere i successivi 192 mi {frazione 5) 
costituiti dagli spermatociti primari in pachitene avanzato. Nei 192 
mi successivi (frazione 4) si trovano gli spermatociti primari in 
pachitene giovane, ma è una frazione spesso inquinata dalla 5 e 
dalla 3. Infine si raccolgono altri 192 mi (frazione 3) in cui si trovano 
gli spermatidi rotondi. Per i nostri scopi sono state utilizzate le 
frazioni 5 e 3 dopo averle lavate più volte in terreno. 
Preparazione di spermatozoi da epididimo di ratto 
Per isolare gli spermatozoi da epididimo di ratto viene utilizzato il 
metodo di Seligman et al. [6'1]. Tutte le operazioni vengono effettuate a 
o o -4 o c utilizzando soluzioni preparate con acqua deionizzata (Milli-RO 
e Milli-Q, Millipore). 
Il materiale di partenza è costituito, a seconda delle esigenze,_ 
dagli epididimi in toto, da caput o da cauda di epididimo di un ratto 
albino (Wistar) di 3 mesi. Immediatamente dopo il sacrificio gli 
epididimi vengono asportati e lavati rapidamente in una capsula Petri 
con una soluzione costituita da: 10mM Tris-CI, pH7.5, 120mM NaCI, e 
1m M fenil metil sulfonil fluoruro (PMSF) 0.1 m M desferossiammina 
mesilato (Desterai), di seguito indicata brevemente con la sigla BSPD. 
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Gli epididimi di un ratto, sminuzzati grossolanamente per mezzo di 
forbici, vengono posti in un becker contenente 20 mi di BSPDR, e la 
sospensione viene mantenuta in agitazione a temperatura ambiente 
per circa 15 minuti, ciò per favorire la fuoriuscita degli spermatozoi e 
del fluido epididimale. Il materiale viene filtrato con un tessuto di nylon 
a trama fitta, ed il filtrato viene centrifugato a 3000 x g per 15 minuti. Il 
supernatante viene scartato, mentre il sedimento, costituito dagli 
spermatozoi, viene sospeso in circa 13 mi di soluzione BSDP, ad una 
concentrazione di circa 1 O x 106 cellule/ mi, poi stratificato su 13 mi di . 
saccarosio 1.8M in BSDP e quindi centrifugato a 91000 x g per 45 
minuti (rotore SW 28, centrifuga Beckman L5-658). Il sedimento così 
ottenuto viene lavato con BSDP e centrifugato a 4500 x g per 15 minuti 
(vedi Schema 1 ). Il sedimento finale viene risospeso in BSDP e gli 
spermatozoi vengono contati per mezzo di un emocitometro 
(Neubauer, 400 quadrati/mm2). 
Frazionamento di membrane, teste e code di spermatozoi di 
epididimo di ratto 
Il sedimento contenente gli spermatozoi viene risospeso (circa 15-
20 x 1 06 cellule/ ml)in una soluzione analoga al BSPD, priva però di 
N aCl, ma contenete 0.1 m M resveratrol (un antiossidante) e 1% Triton 
X-100. Si procede all'omogeneizzazione, ripetuta 10 volte, con un 
potter vetro-teflon a mano, ed alla centrifugazione a 12000 x g per 15 
minuti. Vengono così separati i supernatanti, contenenti le membrane 
plasmatica ed acrosomiale della testa dello spermatozoo, dai sedimenti 
in cui rimangono gli spermatozoi demembranati (vedi figura ) [~] 
Il procedimento seguito per il frazionamento delle teste e delle 
code di spermatozoi è quello di San Agustin et al. [11 ]. Gli spermatozoi 
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purificati vengono sonicati a ooc in aliquote di 4 mi per 15 secondi 
(Sonicatore Branson con punta sottile, 2.8A) in BSPDR ad una 
concentrazione di 6-1 O x 1 06 cellule/ mi. Al materiale sonicato viene 
aggiunto saccarosio fino alla concentrazione 1.5 M e 1 O mi di questa 
sospensione vengono stratificati su un gradiente discontinuo di 
saccarosio in BSPDR (10 mi 2.2 M e 10 mi 2.05M). Questo gradiente 
viene centrifugato a 91000 x g per 60 minuti (rotore SW 28, centrifuga 
Beckman L5-65B). Le teste degli spermatozoi costituiscono il 
sedimento, mentre le code si raccolgono all'interfaccia tra il saccarosio 
1.5M e quello 2.05M. Le due frazioni vengono separatamente lavate 
con circa 25ml di BSPDR contenente 0.2M saccarosio, centrifugando 
la sospensione a 4000 x g per 1 O minuti. 
Per il trattamento successivo delle due frazioni ottenute è stato 
seguito il protocollo di Pruslin e Rodman [-t-l]. Ogni sedimento viene 
risospeso in circa 1mL di "tampone di lisi" contenente 10mM Tris-CI 
(pH8), 1M NaCI, 1% Triton X-100 e 0.5% 2-mercaptoetanolo (2-ME), e 
lasciato in agitazione per 2 ore a temperatura ambiente. Dopo una 
centrifugazione a 10000 x g per 15 minuti, si dializza il sopranatante 
per 24-36 ore contro un tampone Tris-CI 10mM (pH 7.4). Le soluzioni 
limpide così ottenute costituiscono gli "estratti di teste e code". 
Il sedimento ottenuto dalla frazione delle teste viene quindi 
digerito con DNasi dopo un lavaggio in Tris-CI 10mM (pH7.4) e 0. 12M 
NaCI (TBS), successiva risospensione nello stesso contenente 
250J.tg/ml di DNasi l (Pharmacia, Svezia), 10mM CaCI2, 10mM MgCI2. 
Questa soluzione viene mantenuta sotto agitazione a 4°C per 16 ore: 
questo materiale costituisce l"'estratto DNasi teste" 
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Frazionamento di membrana plasmatica e acrosomiale 
La tecnica seguita è quella descritta da Ward et al. [B]. Come 
riportato nello Schema n. , gli spermatozoi purificati da epididimo 
vengono omogenizzati con un Potter (vetro-teflon) a motore per dieci 
volte e centrifugati a 1000 x g per 10 minuti. Il supernatante (SN1) 
viene centrifugato nuovamente a 1 000 x g per 1 O minuti: si ottengono 
un sedimento (P2) che viene scartato ed un supernatante (SN2) che 
viene centrifugato a 100000 x g per 60 minuti (rotore TST28.38, 
centrifuga Kontron). Il sedimento finale (P3) contiene le membrane 
purificate. 
Purificazione di protamine da spermatozoo di epididimo e loro 
utilizzo come substrato per il saggio enzimatico della PHGPx 
Le protamine sono state preparate da spermatozoi (220 x 1 06 
cells) sia da caput che da cauda dell'epididimo secondo la metodica di 
de Yebra e Oliva [=t4]. In breve, una volta ottenuto il sedimento di 
spermatozoi separati dal fluido epididimale per centrifugazione, essi 
vengono risospesi in circa 5ml di acqua milliQ, contenente 1mM PMSF, 
per lisare le cellule per shock ipotonico e nuovamente sedimentati a 
9000 x g. Le cellule cosi' lisate vengono risospese in 3m l di 1 OmM 
EDTA, 0.5mM PMSF, 0.05M Tris-CI (pH8). Vengono aggiunti un 
volume di guanidinio cloruro 3M (Sigma) e 2-ME 0.3M, omettendo lo 
iodoacetato previsto, perché nostro scopo è stato quello di mantenere i 
gruppi tiolici ridotti. La miscela viene mescolata e lasciata per 30 minuti 
a temperatura ambiente, proteggendola dalla luce. A questo punto si 
aggiungono 5 volumi di etanolo a -20°C e, lasciando incubare per un 
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minuto a -20°C prima di centrifugare 15 minuti a 9000 x g. Mentre il 
supernatante viene eliminato, il sedimento viene trattato con 7.5ml di 
0.5M HCI a 37°C per 5 minuti per estrarre le nucleoproteine e 
centrifugato 1 O minuti a 9000 x g. Le proteine presenti nel 
supernatante sono precipitate con TCA (acido tricloroacetico) al 20% 
(concentrazione finale) per 5 minuti a 4°C. Il precipitato viene trattato 
con 7.5ml di 2-ME 1% in acetone. Dopo centrifugazione il sedimento 
finale è costituito dalle protamine utilizzate poi come substrato per il 
saggio della PHGPx. 
Saggi enzimatici 
Glutatione perossidasi specifica per gli idroperossidi fosfolipidici 
(PHGPxJ (E. C. 1. 11. 1. 12) [ .=J.':I. .] 
La reazione catalizzata dalla PHGPx è la seguente: 
PLOOH 
PLOH 
w2GSH 
PHGPx 
" GSSG 
WNADP+ 
GR 
" NADPH+H+ 
ed è accoppiata, per opportunità di misurazione, alla 
reazione catalizzata dalla glutatione reduttasi (GR) che riduce il 
glutatione ossidato(GSSG) a glutatione ridotto (GSH) attraverso 
l'ossidazione dell' NADPH. 
Spettrofotometricamente si misura a 340 nm la diminuzione 
dell'assorbimento deii'NADPH. Il substrato di questa reazione, 
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specifico per la PHGPx, è l'idroperossido di fosfatidilcolina (PCOOH) 
che viene preparato secondo la metodica descritta da Maiorino et al. [r_s 
] a partire da fosfatidilcolina di soia (PC) in un mezzo costituito da: 
0.2M Tris-CI, pH8.6, 3% Na-deossicolato (DOC), 39mg/ml 
fosfatidilcolina di soia (tipo 111-s, Sigma) in 3% DOC. A questa miscela 
viene aggiunta lipoossigenasi di soia (tipo IV, Sigma) che catalizza la 
reazione seguente: 
PC + 02 ~ PCOOH 
La miscela è così costituita: 
tampone 
PC 
DOC3% 
Lipoossigenasi 
24.37 mi 
170 j.tl 
2.26ml 
200 J.tl (circa 3000U/J.tl) 
Il tutto viene mantenuto a temperatura ambiente per 20 minuti 
sotto agitazione, allo scopo di fornire alla soluzione 1'02 necessario. Si 
filtra la miscela con un filtro Sep Pak (Reverse Phase C18, Waters) 
dopo averlo lavato con 5ml di metanolo e 1 Orni di acqua. Gli 
idroperossidi vengono adsorbiti sulla matrice del filtro, che viene lavato 
con 20ml di acqua per eliminare i contaminanti ed i reattivi in eccesso. 
La PCOOH viene successivamente eluita con 2ml di metanolo, 
scartando la prima goccia poiché contiene DOC in eccesso. La 
concentrazione della soluzione di PCOOH così preparata viene 
determinata utilizzando PHGPx purificata: misurando la variazione di 
assorbimento deii'NADPH presente nel saggio, si può quindi calcolare 
la corrispondente quantità di PCOOH. 
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Da questa soluzione vengono prelevate 1 Onmoli di PCOOH per 
ciascun saggio enzimatico. La PCOOH viene mantenuta a -20°C, 
condizione alla quale rimane inalterata per più di un mese. 
Condizioni di saggio: (T= 37°C, lettura a 340nm) 
concentrazione finale nel 
saggio (1.5ml volume totale) 
tamp. Tris-CI pH7.4 
EDTA (sale di potassio) 
TritonX-1 00 ("peroxide- free") 
NaN3 
GSH 
GR 
PCOOH 
H20 q.b. a 
frazione in esame 
100mM 
3m M 
0.2% 
1m M 
3m M 
1U 
10 nmoli 
1.5 mi 
X milioni di cellule 
Nella cuvette viene preparata la miscela di saggio con tutti 
reattivi tranne la frazione in esame ed il substrato. 
Ogni serie di dosaggi viene effettuata contro un bianco di 
riferimento contenente tutti i componenti dello schema di dosaggio 
eccettuato il substrato, in modo da sottrarre eventuali attività 
aspecifiche. 
Glutatione perossidasi (GPx) (E. C. 1.11.1.9) {.TfQ.} 
La reazione generale catalizzata dalla GPx viene indicata come 
segue: 
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ROOH + 2GSH -? ROH + H20 + GSSH 
Per la misura viene anch'essa accoppiata alla reazione catalizzata 
dalla glutatione reduttasi (GR). 
La reazione complessiva è schematizzabile nel seguente modo: 
ROOH ~~ 2GSH w NADP+ 
GPx GR 
. ROH ,. GSSG "NADPH +H+ 
Anche in questo caso si misura spettrofotometricamente a 340 nm 
la diminuzione dell'assorbimento dell' NADPH. 
Come substrato per questa reazione ho utilizzato il ter-t-
butilidroperossido (t-BOOH) 
Condizioni di saggio: 
tamp. Tris-CI pH 7.4 
EDTA (sale di potassio) 
NADPH 
{T=37°C, lettura a 340 m) 
concentrazione finale nel 
saggio (1.5 mi volume totale) 
50mM 
1,5mM 
0.25 mM 
Trito n X-1 00 ("peroxide free") 0.26% 
NaN3 
GSH 
GR 
t-butil-t -idroperossido 
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1m M 
1mM 
1U 
0.25 mM 
H20 q.b. a 
frazione in esame 
1.5 mi 
X milioni di cellule 
Glutatione reduttasi (GR) (E.C.1.6.4.2) [.if.] 
La reazione catalizzata dall'enzima GR è la seguente: 
GSSG + NADPH + H+ ~ 2GSH + NADP+ 
Si misura spettrofotometricamente, a 340nm, la diminuzione 
dell'assorbimento di NADPH che si ossida nel corso della reazione a 
NADP+. 
Il substrato di questa reazione è il glutatione ossidato (GSSG). 
Condizioni di saggio (T=37°C, lettura a 340 nm) 
tamp. fosfato (K), pH 7 
EDTA (sale di potassio) 
Triton X-1 00 ("peroxide free") 
GSSG 
H20 q.b. a 
frazione in esame 
concentrazione finale nel 
saggio (1.5 mi volume totale) 
0. 1M 
1mM 
0.26°k 
2m M 
1.5ml 
X milioni di cellule 
Nella cuvette viene preparata la miscela di saggio con tutti i 
reagenti, compresa la frazione in esame, mentre il substrato viene 
aggiunto in un secondo momento. 
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Catalasi fCATJ (E. C. 1.11.1.6) [..=t2.] 
L'enzima catalasi è l'enzima deputato allo svolgimento della 
seguente reazione: 
CAT 
2H202 ~ 2H20 + 02 
Il saggio da me eseguito utilizza l'elettrodo a ossigeno di Clark, 
costituito da un catodo di platino, un anodo d'argento ed una soluzione 
di KCI trattenuta attorno all'elettrodo da una membrana di teflon. Viene 
applicato un potenziale di 0.8V. Il volume della celletta termostatata è 
di 3ml. 
La determinazione dell'attività enzimatica è basata sulla misura 
della velocità iniziale di produzione di ossigeno da parte della catalasi 
in un mezzo che è stato precedentemente saturato con azoto gassoso 
per eliminare ogni traccia di02 disciolto. Ad una temperatura di 
reazione di ,25°C si considera una concentrazione di 0 2 nel mezzo pari 
a 250nmoli/ml. 
L'attività della catalasi espressa in nmoli di 0 2/min, si ottiene dalla 
differenza tra la pendenza della traccia ottenuta per 3-4 minuti con il 
campione e quella registrata in sua assenza. 
Condizioni di saggio (T=25°C) 
tamp. fosfato 
concentrazione finale nel 
saggio (3-4ml volume totale) 
50 m M 
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H202 30m M 
frazione in esame X milioni di cellule 
Superossido-dismutasi (800) (E.C.1.15.1.1) [.:t:t.] 
L'enzima superossido-dismutasi (SOD) catalizza la seguente 
reazione: 
Il saggio da noi adottato si basa sulla riduzione del citocromo ç da 
parte del radicale superossido (reazione b). La formazione del 
citocromo ç ridotto viene misurata a 418nm utilizzando il sistema 
xantina-xantina ossidasi come fonte di 0 2-·(reazione d). La SOD 
compete per l'anione superossido (reazione c) determinando una 
diminuzione della riduzione del citocromo ç (reazione b). 
Le reazioni implicate sono le seguenti: 
XOD 
a) x + 02 ~ u + o2-· 
SOD 
c) 202-. + 2H+ ~ H202 + 02 
Condizioni di saggio (T=37°C, lettura a 418nm): 
concentrazione finale nel 
saggio (1.5 mi volume totale) 
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tamp. KPi pH 7.8 
Triton X-1 00 ("peroxide free") 
EDTA (sale di potassio) 
xantina 
cit.ç 
NaN3 
H20 q.b. a 
XOX (xantina ossidasi) 
frazione in esame 
0. 1M 
0.02% 
0.1mM 
100J..LM 
5.3J..LM 
10J..LM 
1.5ml 
10mU 
X milioni di cellule 
Una unità di SOD viene definita come la quantità di enzima che 
diminuisce del 50°/0 la riduzione del citocromo-ç. Per valutare le unità di 
SOD viene allestita una curva di taratura utilizzando quantità note di 
enzima puro e calcolando le diverse variazioni di assorbimento del 
citocromo ç per minuto. La tipica curva di calibrazione riporta sull'asse 
delle ascisse le unità di SOD (U) e sull'asse delle ordinate il reciproco 
della variazione dell'assorbimento per minuto (1/J..LE min-1) relativa al 
citocromo-c. 
Nel caso del campione in esame, una volta nota la variazione di 
assorbimento e dunque il suo reciproco, si risale per estrapolazione 
dalla curva di taratura alle unità di SOD. 
Estrazione e dosaggio della vitamina E 
Il saggio della vitamina E è stato condotto sugli spermatozoi (30-
1 00 x 1 06/campione) perossidati di controllo e sulle frazioni (teste, 
code, membrane), previa liofilizzazione, secondo il metodo di Ernster 
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et al. ~]. Tutte le operazioni vengono condotte in ghiaccio, sotto cappa 
aspirante e al buio poiché la vitamina E è fotosensibile.· l campioni 
lioflizzati vengono sospesi in 2m l di pentano per 1 O minuti affinchè 
awenga la prima estrazione e centrifugati a 9000 x g per 1 O minuti a 
4°C. Il supernatante viene filtrato (filtri MILLIPORE; Milex FG 13, 
0.2J.lm) ed il filtro viene lavato con 1 mi di pentano. Il sedimento viene 
risospeso con 2m l di pentano e lasciato agire a ooc per 1 O minuti in 
modo da favorire la seconda estrazione di a-tocoferolo. Tale 
procedimento viene ripetuto 3-4 volte per una estrazione quantitativa di 
vitamina E. 
l supernatanti in pentano, riuniti, sono portati a secco con N2 ed il 
tutto viene infine accuratamente sospeso in circa 300J.tl di cloroformio e 
metanolo (1 :1). 
Vengono prelevati 20J.tl del campione e analizzati con 
cromatografia liquida ad alta pressione in fase inversa (RF-HPLC, 
colonna C18 0.46 x 15cm; Gold System, Beckman) per mezzo di una 
eluizione isocratica in metanolo ad un flusso di 1.5mllmin. Il profilo di 
eluizione è seguito allo spettrofluorimetro (spettrofluorimetro Shimadzu 
RF-551) ponendo Àeccitazione=286nm e Àemissione=330nm. 
La concentrazione di vitamina E (pmoli/106 di cellule) viene 
dedotta da una curva di calibrazione costruita iniettando quantità note 
di a-tocoferolo puro. 
Dosaggio di GSH 
Per il dosaggio di GSH abbiamo seguito il metodo descritto da 
Winters et al. [ 2>1] che si basa sulla reazione tra il composto N-(1-
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pirenil)maleimide (NPM) ed i gruppi sulfidrilici liberi, in modo da dare 
origine ad un derivato fluorescente stabile. La reazione è la seguente: 
NPM + TIOLO ~ DERIVATO TIOLO-NPM 
Il saggio di GSH viene condotto su aliquote di spermatozoi 
purificati di epididimo aventi circa 70 x 106 cellule/mi. Si prepara una 
miscela costituito da: 0.25ml di campione sonicato per 1-2 minuti, 
0.25ml di acetonitrile e 0.5ml di NPM 1.5mM in acetonitrile. Tale 
miscela deve avere un pH7.Dopo incubazione a temperatura ambiente 
per 5 minuti la miscela viene acidificata con 10 J.tl di acido acetico al 
50% (v/v) e filtrato con filtri di nylon aventi pori con diametro di 0.2J.tm 
(filtri Millipore, Millex-FG13, 0.2J.tm, 13 mm Filter Unit). A questo punto 
la soluzione ha un pH5. Contemporaneamente viene preparato allo 
stesso modo il bianco aggiungendo acqua milli-Q o tampone al posto 
della frazione in esame. 
l campioni vengono cromatografati in RF-HPLC (colonna C18 
0.46 x 15cm, System Gold, Beckman) eluendo in 65% acetonitrile, 
35% H20 contenenti 1 mi/litro di acido acetico e 1 mi/litro di acido 
fosforico ad un flusso di 0.3 ml/min; il profilo di eluizione viene seguito 
allo spettrofluorimetro (spettrofluorimetro Shimadzu RF-551) ponendo 
una Aeccitazione=330 n m ed una Aemissione=380nm. 
La concentrazione di GSH viene ricavata, dopo aver sottratto il 
bianco, da una curva di taratura costruita utilizzando concentrazioni 
note di GSH derivatizzato. 
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Saggio della malondialdeide (MDA) 
Il grado di perossidazione a carico dei lipidi di membrana viene 
misurato saggiando la formazione dei prodotti finali di tale processo, tra 
cui si annovera la malondialdeide. Tali molecole sono in grado di dare 
una reazione calorimetrica in presenza di acido tiobarbiturico e per tale 
motivo vengono dette TBARS (Thio-Barbituric Acid Reactive Species). 
Il saggio della malondialdeide, condotto .su aliquote di spermatozoi 
purificati di epididimo (circa 40 x 106 cellule/mi), è quello descritto da 
Vatassery et a 1.'[ 32.]. 
FeCI3•6H20 
tamp. glicina-Gr 
concentrazione finale nel 
saggio (1.2 mi volume totale) 
BHT ( idrossitoluene-butilato) in m etanolo 
SDS (dodecilsolfato di sodio) 
0.01% 
0. 13M 
0.087% 
0.2% 
1.2 mi H20 q.b. a 
frazione in esame 
TBA (acido tiobarbiturico) 
X milioni di cellule 
0.426% 
A questa miscela aggiungo circa 15 Jll di NaOH per portare il pH a 
valori di 3-4 unità. 
Il contenuto di ciascuna provetta viene agitato e portato ad 
ebollizione per 15-30 minuti. 
Viene in seguito misurata spettrofotometricamente l'assorbanza 
della soluzione limpida ad una À.=532nm. 
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Dalla curva standard per la malondialçteide, costruita usando 
concentrazioni note di malondialdeide tetrametil acetale, si ricava la 
quantità di MDA presente nei campioni. 
Elettroforesi acido acetico/urea 
Per controllare il grado di purificazione delle protamine è stata 
utilizzata una metodica elettroforetica adatta per evidenziare proteine 
basiche. Le proteine in questo contesto non migrano in virtù del loro 
peso molecolare, ma grazie al rapporto carica massa. 
Le protamine (1mg/ml) vengono risospese in una miscela 
costituita da 2.5M urea, 0.9M acido acetico, 5% 2-ME e caricate in un 
gel di poliacrilamide al 15%. Nella miscela del gel sono presenti anche 
5.4% acido acetico e 2.5M urea. Viene fatta una "precorsa" a 130V fino 
a raggiungere gli 8mA; l'elettroforesi è condotta a 150V per 20' minuti e 
1 ora e 1 O minuti a 180V. 
Perossidazione in vitro con AAPH 
Aliquote di spermatozoi di epididimo purificati, sospesi e sonicati 
in BSDP (circa 70 x 1 06 cellule/mi) sono state sottoposte a 
perossidazione mediante l'aggiunta del generatore di radicali liberi 2,2'-
azobis(2 -amidinpropano )d iidrocloruro (AAPH). 
Questa molecola, a 37°C ed in presenza di 0 2, è in grado di dare 
origine alla perossidazione lipidica per rottura emolitica dei legami 
azoto, secondo le reazioni sottoindicate: 
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Loo· + LH ~ LOOH +L. 
Prima del trattamento con MPH, alcuni enzimi sono stati inibiti 
incubando per 15-20 minuti a temperatura ambiente gli spermatozoi 
purificati. In particolare, l'enzima catalasi è stato inibito con 2mM NaN3, 
la SOD con 20mM KeN e la PHGPx con 2mM bromozolfoftaleina 
(BSP).[.33] 
Il campione di spermatozoi è stato previamente trattato con 1 
nmole/106 cellule di filipina 111 (da S. filipinensis) in modo tale da 
rendere la membrana plasmatica permeabile. Le aliquote di 
spermatozoi così trattate sono state sottoposte in seguito a 
perossidazione lipidica incubandole con concentrazioni diverse di 
AAPH a 37oe Per 20 minuti. 
Dosaggio di proteine 
Il contenuto proteico è stato misurato con il metodo 
spettrofotometrico dell'acido bicinconinico (BeA) che si basa sulla 
capacità delle proteine di ridurre il eu2+ a eu+[~.]. Si misura a 562nm 
l'assorbimento del complesso tra il BeA e il eu+ che viene a crearsi in 
ambiente basico a sooe [2>5]. Dall'assorbimento di ciascun campione si 
può risalire alla relativa concentrazione proteica utilizzando il 
52 
coefficiente di estinzione specifico ricavato dalla retta di calibrazione 
costruita con concentrazioni note di siero albumina bovina. 
Clonaggio e purificazione della phgpx ricombinante di testicolo di 
ratto 
Il cONA della PHGPx di testicolo di ratto è stato un gentilmente 
fornito dalla professoressa Driscoll della Cleveland Clinic Foundation. 
Grazie al prezioso aiuto del dottor Manfioletti dell'Università di Trieste, 
è stato possibile produrre anticorpi policlonali specifici contro la 
proteina. Il clone CRP2 [ contenente il codone per la cisteina anziché 
quello della selenocisteina è stato subclonato in frame all'interno di un · 
vettore ad espressione batterica della famiglia pGEX in particolare nel 
pGEX-4T-1 (Pharmacia) (vedi figura). Nel far questo sono stati omessi 
i primi 45 nucleotidi della ORF (open reading frame) (vedi schema~ 
Questo tipo di vettore permette di esprimere la proteina di interesse 
come proteina di fusione con la glutatione S-transferasi (GST) ed 
inoltre facilita la sua purificazione in quanto: a) la GST si lega in modo 
specifico al glutatione coniugato al sefarosio, ciò permette .la 
separazione della proteina di fusione dal lisato batterico; b) la proteina 
di interesse può venir separata dalla GST attraverso una sequenza di 
taglio riconosciuta dalla trombina. Nel nostro caso si sono presentati 
problemi tecnici. Una volta tagliata la PHGPx, essa invece di 
solubilizzarsi, si lega infatti al glutatione della matrice rendendo 
impossibile la sua purificazione. Per ovviare a questo inconveniente è 
stato necessario separare le due proteine attraverso una elettroforesi 
prearativa (SDS-PAGE al12.5%, classica secondo Laemnli). Una volta 
tagliata la banda corrispondente alla proteina di interesse essa viene 
risospesa in acqua milliQ con quattro cambi in 12 ore. Il supernatante 
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Thmmbin pGEX·1i.T (27·4805..01) 
IL ... Val 
CTG GTT 
PIQ Alg l Qly Seri Pro Glu l'Ile Ile 
CCG CGT GGA TCC CCG p.v. TT1 ATC Val Thr Asl> GTG ACT GAC TGA CGA 
Stop codoni 
ILeu 
CTG 
BamH l 7EcORI 
-· 
Dupmbjn pGEX·2T (27 ·4801 ..01) 
Val PIQ Alg l Qly Ser/ PIQ Qly l1è Hll Arg A8!l 
GTT CCG CGT IGGA TCFI CCG Gff',ATT C(-T CGT GAC TGA CTG ACG 
~ Stop codoni 
BamH l Sma l \,- EcoR l 
pGEX·2TK (27-4587·01) 
Th!om!!in K"I!!IH 
/Leu Voi PIQ Arg l Qly Seril Arg ArQ Alli Ser Voli 
CTG GTT CCG CGT GGA TCT CGT CG"T GCA TCT GTTGGA TCC CCG GGA ATT CAT CGT GAC TGA 
~ Slopcodan 
Smal 
l Leu Voi P!Ò Alg lGiy Ser l Pro 
J;TG GTT CCG CGTGGA TCC CCG. 
~
BamHI 
EX-4T·1 (27-4580-01) 
PIQGiyAigLeuGiuAigPIQHioAigAip 
CCG GGT CGA CTC GAGCGGCCGCAT CGT GAC TGA 
~--~~~~~~ Stop~ 
T!!rprnlltn pGEX-4T·3 (27-4583-ot) 
l Leu Voi PIQ Ari! ! Gly Ser l PIQ Aln Ser Alg Voi Alp Ser Ser Gly Alg .. Voi Thr Alp 
CTG GTT CCG CGT GGA TCC CCG MT TCCCGG GTC GAC l'CO AGC GGC CGCATC GTG ACT GAC TGA 
L.___.l l Il l l Il 'l l -- ---.-
e-H l EcoR l s- l Sol l )(ho l ~l Stop 
fJc!9r x. pGEX·3X (27 -4803..01) 
l .. Glu Gly Alg l! Gly .. PIQ Gly Aln Ser Ser 
ATC GAA GGT CGT GGG ATC CCC GGG MT TCA l'CO TGA CTG ACT GAC 
~ -Siopcodcnl-
s-1 
P sii 
\ 
\ \ 
Natt/ '~ 
EcoAV ~ ~ 1)05 
,. l 
BssHII • ..-"\ 
Agal ~~A322 
BstE Il Mlu 1 on 
Figure "f(above) . .Map of che glucachione S-cransferase fusion vectors 
showing che reading frames and main fearures. 
GACTCGGCCTCGCGCGTCCATTGGTCGGCTGCGTGAGGGGAGGAGCCGCTGOCCGCCGAG 60 
Ser Trp Gly I.AIJ lAa s. Ara lAa Pro Ala Lcu Lcu Cys Gly Ala 18 
AGC TGG ero AOC ooc TrA CCA GCA CTG CTG TGC GGG GCT 114 GGC COT 
Leu Ala Val Pro G1y Lcu Ala Gty Thr Cys Ala Ser Arg Asp Asp Trp Arg 36 
CTG GCT GTG CCT GGC CTG GCT GGC ACC TGT GCA TCC CGC GAT GAT TGG CGC 168 
Cys Ala Arg Ser M et His Olu Pile s. Ala Lys Alp o. up Gly His Mel Val S4 
TGT GCG CGC TCC ATG CAC OM TTC TCA ace AAG GAC ATC GAT GGG CAC ATO GTT 222 
Cya Lea Alp Lys Tyr Ari Gly Cya Val Cya o. Val Tllr Alli Val Ala - Oln 72 roe ero OAT AAG TAC AOO OOT roe oro roe ATC ore ACC MC oro ace reo CAA 276 
~ Oiy Lys Tbr Alp Val Alli Tyr Tbr Ola lAa Val Alp Lou His Ala Ara Tyr 90 ooc AAA ACC OAC orA MC TAC Aer CAO erA ore GAT ero CAT ace COA TAC 330 
Ala Olu Cya Oly Lou Ara Ile Leu Ala l'Ile Pro Cya Alli Ola Pile Oly Art Ola 108 
occ GAO TOT OOT TTA COA ATC ero occ TTC CCT roe MC CAO TTC 000 AOO CAO 384 
Olu Pro Oly s. Alli Ola Olu Ile Lys Olu Pile Ala Ala Oly Tyr Alli Val Art 126 
GAO CCA OOA AOT MT CAA OM ATC AAG GAO TTT OCA ace ooc TAC MT ore AOO 438 
Pile Alp Met Tyr s. Lys IID Cya Val Aln Oly Alp Alp Ala Hia Pro Lou Trp 144 
TTT GAC ATO TAC AGC AAG ATC TOT OTA MT 000 GAC OAT ace CAC CCA ero TOO 492 
Lys Trp Mel Lys Val OID Pro Lys Oly Ara Oly Met Leu Oly Alli Ala Ilo Lys 162 
AAA TOO ATO AAA ore CAO ccc AAG ooc AOO ooc ATO ero OOA MT ace ATO AM S46 
Trp Alli Pile Tbr Lys Pile lAa IID Alp Lys Alli Oly Cya Val Val Lys Ara Tyr IliO 
TOO MC TTT ACC AAG TTT ere ATT GAT AAO AAC ooc roe oro oro AAG coc TAT 600 
Oly Pro Mot Olu Olu Pro OID Val IID Olu Lys Alp Lou Pro Cya Tyr Lou Esi 197 
OOT ccc ATO OAO GAG ccc CAO oro ATA OAO AAG GAC ero eco TOC TAT ere TAO 6S4 
CCCTACAAOTGTI'OOCCOCTOCACCOAOCCCOCCI'OCCCTACCCCTOOAOCCJ'TOCACCCCOOCACI'CATOACOOTCl'OC'I'OAMACAOCCCOCO 153 
O'J'OO()(JCAOfCOAOOACO'J'OCATCCCCOCCOQAOOAAOO'I'OCAOACOCTG'J'OOCXlCCOAOOCTI'CAOC'J'TOMTAMT 151 
OTAOAMTOTOC 163 
Pushpa-Rekha et al. ffiC 1995 Nov IO; 270 (45):26993-9 
Figura~ . Sequenza nucleotidica e aminoacidica del cONA della PHGPx di testicolo di ratto (CRP2); in 
verde: codone di inizio traduzione; in viola: sequenza target per la localizzazione mitocondriale; in 
giallo: codone per l'inserimento della selenocisteina (nel nostro caso mutata in cisteina); in azzurro: 
sequenza clonata in frame all'interno del vettore pGEX. 
ottenuto dalla centrifugazione della banda di gel, contenente la PHGPx 
solubilizzata, viene dializzato e concentrato utilizzando dei tubi 
Centricon con limite di esclusione 10kDa (Millipore). La proteina 
purificata in tal modo viene successivamente utilizzata sia per 
immunizzare il coniglio, sia per la purificazione degli anticorpi 
policlonali (vedi oltre). 
Purificazione di anticorpi per affinità 
La PHGPx estratta dal gel viene liofilizzata e risospesa in un 
opportuno volume di un tampone 1 OmM HEPES (p H 7.01) e 0.3M 
NaCI (circa 2ml). Nel frattempo la resina utilizzata per l'attacco 
dell'antigene (Affi-gel 15, Bio-rad) viene lavata ripetutamente con una 
soluzione 10mM di Sodio-acetato (pH 4.5); alla fine dei lavaggi viene 
aggiunta la PHGPx (concentrazione) e si lascia in agitazione a 4°C per 
12/16 ore. Si rimuove quindi il liquido in eccesso e si aggiungono 200).!1 
di acqua deionizzata e 200).!1 di dietilamina 1M (pH8) per bloccare i siti 
di attacco che non abbiano reagito con la PHGPx. Dopo un'ora si lava 
con 10mM Tris-CI (pH8) e si conserva a 4°C allestendo una colonna di 
2 cm (h) x 1 cm (e). 
Il siero di coniglio immunizzato, viene centrifugato a 11000 rpm 
per 1 O minuti, diluito 1 :3 in 1 OmM Tris-CI (pH8), filtrato con filtri da 
20Jlm (Nalgene), e successivamente eluito attraverso la colonna di 
affinità. L'eluato viene continuamente monitorato a 280nm con un 
detector UV (UV-card, Pharmacia) collegato ad un registratore. Al fine 
di eliminare eventuali legami aspecifici, la colonna viene lavata con 
almeno 10 "letti" di 10mM Tris-CI contenenti 0.5M NaCI e 
successivamente riequilibrata con 10mM Tris-CI (pH8). Il distacco degli 
anticorpi anti-PHGPx viene invece effettuato utilizzando un tampone 
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acido: 0.2M glicina {pH 2.5). Il singolo picco di anticorpi viene raccolto 
immediatamente alla sua uscita dal detector e subito tamponato con 
Tris-CI pH8 concentrato per evitare che le immunoglobuline si alterino. 
Dopo ogni ciclo di eluizione la colonna viene abbondantemente 
riequilibrata in 1 OmM Tris-CI (pH8), cosi da evitare che anche la 
matrice di gel possa venire alterata da un'eccessiva persistenza 
nell'ambiente acido. l cicli di estrazione dal siero vengono effettuati fino 
a quando il picco delle lgG non appaia trascurabile. Le frazione 
raccolte vengono ultrafiltrate e dializzate con acqua deionizzata con 
filtri concentratori (Sartorius, limite di esclusione 50000). 
Analisi northern blot 
L'RNA totale è estratto da popolazioni isolate di cellule utilizzando 
il metodo di ultracentrifugazione guanidinio tiocianato-cesio cloruro [s3 
a]: L'RNA è separato su gel aii'1.2°/0 di agarosio denaturante con 
formaldeide e poi trasferito su una membrana di nylon (Hybond-N+, 
Amersham, Arlington Heights, IL). La preibridazione viene condotta per 
12/16 ore a 42°C in una soluzione contenente 50% formamide, 1M 
NaCI, 10% destransolfato, 0.2% soluzione di Denhardt, 1% SDS e 
1 OOJ.tg/ml di DNA di spermatozoi di salmone denaturato. 
La membrana viene ibridizzata con il cONA della PHGPx di ratto 
marcato con 32P-dCTP mediante la tecnica del "random priming" 
(GIBCO BRL, Grand lsland, NY). Dopo l'ibridizzazione a 42°C, il filtro 
viene lavato con O. 1% SDS a 70°C. L'ultimo lavaggio è eseguito in 1X 
SSC a temperatura ambiente per 1 O minuti. Il filtro viene esposto 
aii'Hyperfilms-MP (Amersham) a -aooc per un tempo appropriato. Per 
la standardizzazione delle differenti lanes, la membrana viene re-
ibridata con una sonda di cONA del RNA ribosomiale 185. Aliquote di 
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RNA di PHGPx e di rRNA sono state quantitativamente valutate per 
densitometria laser. l valori di RNA delle PHGPx sono stati 
normalizzati in relazione al segnale del rRNA della medesima lane. 
1) Chirgwin JM, Przybyla AEMRJ, Rutter WJ 1979 lsolation of 
biologically active ribonucleic acid from sources enriched in 
ribonuclease. Biochemistry 18:5294-5299 
Elettroforesi e Analisi Western blot 
Le diverse frazioni preparate, (omogenato di testicolo, cellule 
purificate e loro subfrazioni) sono state risospese nel solvente 
campioni (0.0625 M Tris-CI pH 6.8 , 2% SDS, 5°k 2-ME, glicerolo) in 
aliquote contenenti la stessa quantità in termini di proteine oppure in 
termini di numero di cellule. La metodica di separazione dei campioni è 
quella classica per I'SDS-PAGE al 12. 5%, secondo Laemli [~]. Per il 
trasferimento sulla membrana è stato utilizzato il protocollo descritto 
sul manuale della Millipore per le membrane in PVDF (polyvinylidene 
difluoride, lmmobilon P, Millipore, porosità 0.45Jlm). Dopo la corsa 
elettroforetica il gel (1 O x 8 cm), insieme a 3 foglietti di carta 3M M, 
viene messo in incubazione per 10-15 minuti nel tampone di 
trasferimento: Cathode Buffer pH 9.4: 25mM Tris-CI, 40mM glicina, 
10% metanolo; 2 foglietti di carta 3MM vengono imbibiti neii'Anode 
Buffer l pH 10.7: 0.3M Tris-CI , metanolo 10%; il restante foglietto di 
carta 3MM e la membrana di PVDF vengono equilibrati neii'Anode 
Buffer Il pH 10.3: 25mM Tris-CI, metanolo 10%. Il trasferimento è 
stato ottimizzato per un tempo di 25 minuti a 4mA/cm2, utilizzando un 
transblottatore semidry (Biorad). 
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Le fasi successive di immunorivelazione sono state condotte tutte 
a 20°, sotto agitazione. Vengono per primi saturati i siti aspecifici 
immergendo per 2h la membrana nella soluzione saturante costituita 
da 4% latte scremato in polvere, 0.2% BSA, O. 4M NaCI, o .. 1°k Tween 
20 in PBS 1x. Successivamente si passa alla reazione con l'anticorpo 
primario (lgG di coniglio anti-PHGPx di ratto purificate per affinità 
mediante cromatografia contro la PHGPx ricombinante, 1 :4000) 
risospeso in saturante e lasciato in agitazione a temperatura ambiente 
tutta la notte. Dopo una serie di lavaggi in soluzione saturante (3 x 15 
minuti intervallatti da risciacqui in acqua milliQ, si passa all'incubazione 
con l'anticorpo secondario (lgG di capra anti-coniglio coniugate con 
fosfatasi alcalina, 1 :2000) per 1 h-1 h30' in soluzione saturante. Una 
nuova serie di lavaggi in PBS 1 x precede l'equilibrazione della 
membrana (2 x 5 minuti) con I'Assay Buffer costituito da 0.1M 
dietanolamina (pH10), 1mM MgCI2 e 0.02% NaN3). 
l passaggi successivi sono portati a termine direttamente in 
camera oscura e prevedono l'evidenziazione per chemiluminescenza 
della o delle bande riconosciute in modo specifico dall'anticorpo. Una 
miscela costituita da: Assay Buffer, (1 :20) Nitroblok 
(poli(benzildimetilvinilbenzil)ammonio cloruro, Tropix, USA) e 0.25mM 
CSPD (1 ,2-diossietan derivato del fenilfosfato, Tropix, USA) viene 
cosparsa sulla membrana e lasciata agire per 5 minuti. Una volta tolto 
l'eccesso di liquido, viene posto un foglio di lucido sulla membrana che 
in tal modo è pronta per impressionare un foglio di lastra fotografica 
(Kodak). 
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lmmunolocalizzazione indiretta dell'antigene PHGPx su cellule e 
tessuti in microscopia ottica ed elettronica 
La scelta dei materiali e dei metodi è stata determinata da 
considerazioni teoriche e pratiche: l'opportunità di usare lo stesso 
preparato per indagini microscopiche ottiche ed elettroniche ha 
comportato necessariamente l'inclusione dei campioni in resina, più 
precisamente in "LR white", resina acrilica che permette il legame 
antigene-anticorpo sulla sezione senza la necessità di riattivare i siti 
antigenici. La scelta dell'oro colloidale come marcatore coniugato al 
secondo anticorpo ci ha consentito inoltre notevoli vantaggi ed ha 
permesso di usare gli stessi protocolli sia per la microscopia ottica che 
elettronica con omogeneità di risposta e praticità d'uso. Tenuto conto 
che la visualizzazione delle sferule d'oro appare inequivocabilmente 
nera, è stato quindi possibile procedere alla colorazione di tipo 
istologico delle sezioni per l'osservazione ottica, identificando 
agevolmente strutture e stadi cellulari. All'elettronico l'accuratezza del 
metodo, che nel nostro caso non ha richiesto amplificazione, ha fornito 
dettagli ultrastrutturali di assoluta precisione e senza alcun artefatto. 
l campioni adeguatamente inclusi in resina si prestano al taglio; 
per i nostri studi è stato scelto lo spessore di 1 J,tm per le sezioni sottili, 
depositate su vetrini pretrattati SuperFrost per la microscopia ottica e 
quello di 120 nm per le sezioni ultrasottili, su retini di Nikel da 200 
mesh, per l'elettronica. 
La riduzione dell'oro tetracloruro porta alla formazione di particelle 
di oro colloidale di forma sferica il cui diametro varia a seconda 
dell'agente riducente utilizzato. Per i nostri scopi è stato scelto come 
anticorpo secondario l'lgG di capra anti-coniglio, coniugato con sfere 
d'oro colloidale di diametro di 20nm (British BioCell), rilevabili al 
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microscopio elettronico senza amplificazione. Per la visualizzazione 
all'ottico è stato usato il Silver Enhancing Kit (SEK) (British BioCell). 
l protocolli di immunolocalizzazione per i due usi microscopici 
sono sostanzialmente identici e prevedono i seguenti reagenti: 
Tampone TBS: 0.05M Tris-CI (pH8.4), 0.6% NaCI 
BSA (bovine serumalbumin) 
NGS (normal goat serum) 
FCS (fetal calf serum) 
Tween 20 
SEK 
Procedimento: 
Le sezioni vengono poste nel Blocking Buffer (1% BSA, 20% 
NGS in TBS) per bloccare i siti aspecifici, dopo 1 ora e senza lavaggi 
intermedi, si mettono ad incubare per 2 ore con l'anticorpo primario 
(1:10)in un mezzo composto da 1% BSA, 1% NGS, 4% FCS, 0.1% 
Tween 20 in TBS. Vengono eseguiti 6 lavaggi di 5 minuti in TBS, 
seguiti dall'icubazione per 2 ore del preparato nel mezzo di prima 
contenente in questo caso l'anticorpo secondario (1:100). Nuovamente 
vengono eseguiti 6 lavaggi in TBS seguiti poi da un lavaggio di 3 minuti 
in acqua deionizzata. Nel caso della microscopia ottica a questo punto 
le sezioni vengono trattate con il SEK per amplificare il diametro delle 
sfere d'oro, seguendo la reazione al microscopio, per 17-20 minuti. La 
reazione viene bloccata immergendo le sezioni in acqua deionizzata. 
La differenza nel trattamento delle sezioni su vetrini o su griglia 
consiste nel fatto che mentre le prime devono essere ricoperte con 
un'adeguata quantità di soluzione per tutti i passaggi relativi alla 
sequenza descritta, le seconde possono essere lasciate galleggiare su 
gocce di 25r.d depositate su Parafilm. 
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Colorazione dei preparati 
Per mettere in evidenza le strutture morfologiche dei preparati per 
la microscopia ottica è stata usata una soluzione di 0.5% blu di 
T oluidina in O .1% carbonato di sodi o per 15 secondi sul vetrino 
preriscaldato a 80°C. 
Per la colorazione dei preparati per microscopia elettronica è stato 
usato il seguente metodo: 
4% acetato di uranile per ?minuti 
3 lavaggi in acqua deionizzata 
asciugatura completa 
0.25% piombo citrato per 5minuti 
3 lavaggi in acqua deionizzata 
Tutte le soluzioni di colorante vengino filtrate con siringa e filtro 
0.22 J.d (Sartorius). L'osservazione e l'assunzione fotografica è stata 
fatta per la parte ottica con il fotomicroscopio Leitz Dialuz 20, e per la 
parte elettronica con il Philips EM 208. 
Microscopia ottica degli spermatozoi di epididimo 
Una goccia di una sospensione concentrata di spermatozoi 
purificati è stata posta su di un vetrino portaoggetti pulito e sgrassato, 
in modo da procedere alla fissazione. Il preparato è stato trattato, per 
qualche minuto, con metanolo e successivamente colorato con 
ematossilina-eosina per un tempo complessivo di 8 minuti (Emallume 
di Carazzi). Si procede alla disidratazione per mezzo di una serie 
ascendente di alcoli più xilitolo; viene infine effettuato il montaggio in 
balsamo (DPx; BDH). In questo modo è possibile osservare e 
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fotografare gli spermatozoi con un microscopio a contrasto di fase 
Light Labolux 20. 
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RISULTATI e DISCUSSIONE 
Tra i meccanismi antiossidativi delle cellule germinali maschili di 
cui è oggetto questa Tesi di Dottorato, lo studio incentrato sulla PHGPx 
occupa certamente un posto di primo piano. Questo seleno-enzima è 
sicuramente importante per il suo ruolo protettivo, ma anche 
particolarmente interessante per le continue e nuove ipotesi di altre 
funzioni che gli vengono attribuite. Nel corso della maturazione delle 
cellule spermatiche, avvengono, come già accennato nell'introduzione, 
una serie di modificazioni, tra le quali la graduale sostituzione degli 
istoni con le protamine. Fondamentali per la perfetta funzionalità della 
cellula spermatica è l'ossidazione dei tioli sia delle proteine nucleari, 
sia delle proteine della capsula mitocondriale del midpiece. 
La bassa specificità di substrato della PHGPx nei confronti del 
glutatione, la sua capacità di utilizzare altri tioli, anche di tipo proteico, 
l'importanza del selenio nella sterilità maschile e l'alta espressione di 
tale proteina nel testicolo ci hanno spinto a ipotizzare anche un ruolo di 
tipo differenziativo o maturativo. 
Le linee di ricerca intraprese vedono da una parte il desiderio di 
ricercare e dimostrare l'ipotesi di cui sopra, ma dall'altra anche lo 
studio del ruolo della PHGPx (antiossidante) nell'invecchiamento. 
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Valutazione biochimica e immunoistochimica della presenza della 
PHGPx nel testicolo di ratto impubere 
La bibliografia attualmente disponibile sull'espressione della 
PHGPx in ratti impuberi risulta alquanto confusa [ Cf4- Cff ]. Il primo 
approccio metodologico è stato pertanto quello di analizzare 
l'espressione del messaggero nell'omogenato di testicolo di ratto a 
diversa età (figurac}). Come è possibile notare l'espressione dell'mRNA 
inizia a livelli molto bassi nel ratto di 13 giorni, età nella quale sono 
presenti spermatogoni e cellule del Sertoli, ma non sono presenti stadi 
differenziativi successivi. Poiché la PHGPx non è espressa nelle cellule 
del Sertoli, la presenza del messaggero può' essere attribuita 
esclusivamente alla presenza delle cellule staminali. La situazione 
cambia radicalmente nell'omogenato di 40 giorni, dove le popolazioni 
cellulari si sono arricchite sia dello stadio diploide degli spermatociti in 
attiva meiosi, sia di quello aploide degli spermatidi rotondi. Quindi già 
all'età approssimativa di 36 giorni (in cattività il ratto può essere 
considerato pubere all'età di 60 giorni) il messaggero della proteina 
viene espresso, così come la proteina (figura ). Tale figura riporta 
un'analisi Western blot di omogenati di testicolo di ratto a diversa età e 
verrà trattata dettagliatamente in seguito. Rimaneva solamente un 
punto da chiarire: la PHGPx nel ratto impubere è cataliticamente attiva. 
Nella tabella è riportato il valore di attività specifica dosato in almeno 
tre esperimenti nell'omogenato di testicolo di ratto di 36 giorni. 
Una visione d'insieme della presenza e della distribuzione 
dell'enzima nel tubulo seminifero del ratto impubere è stata 
successivamente ottenuta utilizzando il metodo immunoistochimico 
dell'immunogold per la visualizzazione dell'enzima al microscopio 
ottico (figura tOA). E' possibile vedere come l'enzima sia presente nel 
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Figura9 : Analisi Northern blot del contenuto di RNA della PHGPx nel testicolo di ratto. Sono stati caricati in 
ogni lanes 20 ~g di RNA totale. Per la procedura vedere Materiali e Metodi 
A 
Figura Ao . lmmunolocalizzazione della PHGPx in tubulo 
seminifero di ratto di 36 giorni (A); controllo negativo (B) 
tubulo con un andamento crescente, in quanto il segnale si sposta 
dalla lamina basale verso il lume. Per confronto nella figura B è 
riportato il controllo negativo. (controllare gli articoli di Ursini sul 
testosterone e quello dei giapponesi sull'mRNA). 
Localizzazione e distribuzione della PHGPx in cellule germinali 
purificate da testicolo di ratto impubere 
In collaborazione con il laboratorio della professoressa Boitani del 
Dipartimento di lstologia ed Embriologia Medica dell'Università "La 
Sapienza" di Roma è stata utilizzata una tecnica detta gergalmente 
dello 11Staput" per poter separare dal testicolo, popolazioni purificate di 
cellule a stadi definiti [100]. Tale metodica, ideata per la separazione 
delle cellule del sangue e successivamente adattata, permette di 
separare le cellule del testicolo in popolazioni a stadio definito, grazie 
alla mera forza di gravità, all'interno di un gradiente di siero albumina 
bovina. Nell'utilizzare tale tecnica è stato scelto il ratto di 36 giorni per 
due motivi: il primo, perché essendo impubere rispondeva pienamente 
alle nostre esigenze, il secondo, perché l'utilizzo di ratti di età superiore 
avrebbe potuto comportare problemi tecnici di separazione dovuti alla 
presenza delle code degli spermatozoi. E' stato possibile ottenere due 
diverse popolazioni cellulari purificate quella degli spermatociti primari 
in pachitene avanzato e quella degli spermatidi rotondi. 
Sulle due popolazioni cellulari di spermatociti primari e spermatidi 
rotondi di ratto impubere sono stati inoltre eseguiti degli esperimenti di 
Northern blot (vedi figura 4-1 ). Gli esperimenti sono stati eseguiti sia 
mantenendo costante il numero delle cellule per entrambe le 
popolazioni (fig A, lanes 1 e 2), sia mantenendo uguale il contenuto di 
RNA caricato (fig. A, lanes 3 e 4). Come è facilmente evidenziabile dal 
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FiguraH : Analisi Northern blot del contenuto di RNA della PHGPx nelle cellule purificate del testicolo di ratto 
di 36 giorni. In ogni lanes sono stati caricati 20~g di RNA totale.spt: spermatidi, spc: spermatociti, ML: 
milioni 
grafico (fig B), sulla base del rapporto tra RNA di interesse e RNA 18s, 
il messaggero della PHGPx (barre 1 e 2), a parità di numero di cellule, 
è quattro volte superiore negli spermatidi rotondi. Tale dato quindi 
indica, per la prima volta su cellule purificate, che l'espressione della 
PHGPx, pur iniziando già negli spermatogoni e mantenendosi negli 
spermatociti, presenta un forte incremento a livello delle cellule aploidi, 
in cellule quindi che hanno già terminato la meiosi, confermando i dati 
di microscopia ottica già riportati in letteratura (Ursini e Giappo). 
Non è noto pero' se l'espressione della proteina corrisponda ò 
meno a quella del messaggero: è stato logico quindi utilizzare le 
medesime popolazioni anche per evidenziare la presenza della 
proteina, per mezzo di esperimenti di Western Blot (vedi figura f 2- ). 
Anche in questo caso sono state caricate nel gel o la stessa quantità di 
proteine per entrambe le popolazioni cellulari (lanes 1 e 2), o lo stesso 
numero di cellule (lanes 3 e 4). Tenendo presente che gli spermatidi 
sono circa quattro volte più piccoli degli spermatociti e confrontando i 
segnali presenti nella lane 2 con quelli della lane 1 , si nota come per le . 
cellule aploidi il segnale sia visibilmente più forte. Risulta quindi 
evidente che l'espressione della proteina, così come quella del suo 
messaggero, subisce un forte incremento proprio a livello di questo 
stadio cellulare. Alla medesima conclusione si può giungere prendendo 
in considerazione le lanes 3 e 4: il segnale, in questo caso, è molto 
simile nelle due popolazioni, ma va ricordato che nella lane 4 è stato 
caricato un quantitativo in proteine quattro volte inferiore. 
Sulla base dei dati presentati fino ad ora, era logico chiedersi se 
fosse possibile dosare l'attività enzimatica nelle frazioni purificate da 
ratto impubere e se questa avesse un andamento sovrapponibile a 
quello dell'espressione sia del messaggero sia della proteina. 
A tale scopo, una volta purificate, le due popolazioni cellulari sono 
state saggiate, previa sonicazione (2 x 20 secondi a 4°C), e i dati sono 
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Figura ...f2. • Western blot di spermatociti e sprmatidi purificati da ratto di 36 giorni. Lanes 1, 2 : 4flg 
proteine; lanes 3, 4: 5 x 104 cellule; lane 5: controllo, 0.5flg di proteina 
stati riportati in tabella r. A parità di numero di cellule, anche in questo 
caso, si ottengono dei valori molto simili sia per gli spermatociti che per 
gli spermatidi, confermando anche in questo caso la maggior attività 
specifica espressa per mg di proteine, maggiore in questi ultimi. 
l n letteratura la localizzazione della proteina a livello subcellulare 
era stata studiata sia con un. approccio biochimico, dosando l'attività 
specifica della PHGPx in frazioni purificate [Jof], sia con un approccio 
istologico, evidenziando la presenza dell'enzima per mezzo di anticorpi 
specifici su sezioni di tessuto preparate per la microscopia ottica. Non 
sono comunque mai stati riportati dati riguardanti le cellule purificate e 
trattate per la microscopia elettronica. A tal fine le due popolazioni 
cellulari sono state sottoposte alla tecnica dell'immunogold (figureJ3·''~). 
Come si puo' notare dalla figura , negli spermatociti primari la PHGPx 
è evidenziabile sempre e solo a livello nucleare: né citoplasmatico, 
quindi, né mitocondriale. Non solo, in tale localizzazione, essa non è 
distribuita in modo uniforme all'interno dell'organulo, ma raccolta in 
cluster. 
La situazione si diversifica e si evolve per quanto riguarda gli 
spermatidi: in questo caso, pur trovando sempre la PHGPx in cluster 
all'interno dei nuclei (figuraA4 ), la si trova anche nei distretti cellulari 
suoi caratteristici: citoplasma e mitocondri (figura-14~c). Tuttavia è 
suggestivo ipotizzare che in tale stadio vi sia uno scambio dinamico di 
proteina tra diversi distretti come citoplasma/mitocondrio (fig ) o 
nucleo/citoplasma (fig I~B). 
Riassumendo quindi i dati raccolti e discussi fin qui, possiamo dire 
con certezza che la PHGPx non viene espressa nel testicolo del ratto 
una volta raggiunta la maturità sessuale, ma già nell'animale impubere. 
L'espressione del messaggero, della proteina ed inoltre la sua attività 
enzimatica possono essere considerate sovrapponibili; esse infatti 
sono costitutivamente presenti a livello degli spermatociti, ma 
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mU /106 cellule 
Spermatociti in pachitene (F5) 15.292 + 3.819 
Spermatidi rotondi (F3) 14.59 + 2.64 
Tabella T. Attività specifica della PHGPx 
Figura 13 . Micrografia elettronica all'immunogold di spermatociti primari in 
pachitene avanzato da ratto di 36 giorni. Nu: nucleo; Mt: mitocondri 
Figura 14. Micrografie elettroniche all'immunogold di spermatidi 
rotondi purificati da ratto di 36 giorni. Le freccie indicano, dove 
necessario, la presenza delle palline di oro colloidale.Nu: nucleo; 
Cyt: citoplasma, Mt: mitocondri. 
raggiungono un forte incremento a livello delle cellule aploidi, stadio nel 
quale hanno inizio le maggiori variazioni strutturali e conformazionali 
sia a livello citoplasmatico che nucleare. 
Valutazione biochimica e immunologica dell'espressione . della 
PHGPx nel testicolo di ratto a diverse età 
Nell'era dell'immagine e della ricerca dell'elisir di lunga vita, 
l'invecchiamento e le sue cause sono costantemente in primo piano. 
L'azione negativa dei radicali liberi in tale processo [1oz.] è ormai nota da 
tempo: per tale motivo, lo studio dell'espressione della PHGPx, di cui è 
ben conosciuto il ruolo antiossidativo è particolarmente interessante. 
Le possiibili variazioni, in funzione dell'invecchiamento, 
dell'espressione e dell'attività catalitica della PHGPx sono inoltre 
aspetti rilevanti per una maggior comprensione dell'importanza nel 
testicolo di questo ruolo protettivo. 
L'approccio utilizzato, quindi, è stato quello di analizzare la 
presenza della PHGPx sia come proteina, sia come enzima, in un 
gruppo omogeneo di ratti a età diverse. 
Sono state prese in considerazione età di 36 giorni, 3, 6, 8 e 12 
mesi. Gli esperimenti, siano essi di attività specifica, di Western blot o 
di microscopia, sono stati eseguiti sul materiale proveniente dal 
medesimo animale. Nella figura t5, nella quale è rappresentato un 
esperimento tipico di elettroforesi ·e Western blot di omogenati di 
testicolo di ratto a diverse età, si può notare come la proteina abbia un 
andamento crescente fino all'ottavo mese per poi diminuire. Tale 
andamento è simile, anche se anticipato nel tempo, a quello (figura e 
figura raffigurante i due grafici uniti), ottenuto con l'attività enzimatica. 
Il picco di massima attività specifica risulta nell'intorno dei tre mesi: 
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18,5 kDa 
• mesi 1,2 3 6 8 9 12 
Figura 15 . Western blot di omogenato di testicolo di ratto a diverse età. Lanes 1.2-12: 4f..l9 di proteine; PHGPx: 
0.5f.!Q di proteine 
m U/mg protein 
1,2 60,00 ± 11,53 
3 450,37 ± 35,30 
6 190,71 ± 49,09 
8 103,12 ± 19,02 
9 77,32 ± 7,14 
12 77,31 ± 13,84 
Tabella IT . Attività specifica della PHGPx 
nell'omogenato di testicolo di ratto a diverse età. 
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Figural6 . Rappresentazione grafica dell'attività 
specifica della PHGPx nell'omogenato di 
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Figura lt- . Andamento dell'attività specifica (in rosso) e del contenuto di 
proteina (in blu) della PHGPX nell'omogenato di testicolo di ratto a 
diverse età. 
dopo tale età essa va riducendosi per giungere a plateau a nove mesi 
e così rimanere stabile almeno fino all'anno di età. 
Per l'approccio immunoistologico sono stati utilizzati tubuli 
prelevati dai medesimi animali per includerli in resina e 
successivamente utilizzarti in microscopia ottica (figura lE) ed elettronica 
(figuran~) con la tecnica dell'immunogold. Ovviamente poco si può dire 
sul piano quantitativo, ma dal punto di vista qualitativo, la microscopia 
ottica dei tubuli (figura~ & ) indica che, come ci si poteva aspettare, la 
presenza dell'enzima mantiene un gradiente crescente dalla lamina 
basale verso il lume. La figura suggerisce inoltre che, la proteina è 
presente non solo a livello degli spermatidi allungati, ma che essa 
persiste nelle cellule pronte a lasciare il testicolo per entrare 
nell'epididimo. In figura E è riportato il controllo negativo. 
Un quadro più approfondito è stato ottenuto con i preparati per la 
microscopia elettronica. Sono presentati tipici esempi dei reperti 
ottenuti alle diverse età di 3 (figi~), 6 (figlD), 8 (figZ1) e 12 mesi (figzt). 
Nella figura (19) sono raccolti i più significativi reperti per quanto 
riguarda la localizzazione della PHGPx nel tubolo seminifero di ratto di 
tre mesi. In figura A è evidente l'assenza di proteina all'interno dello 
spermatogonio: ciò vale sia per la localizzazione citoplasmatica che 
per quella nucleare. Nel pannello B (ingrandimento di uno spermatide 
rotondo presumibilmente allo stadio VII del ciclo maturativo) è 
interessante notare come la presenza della proteina a livello di 
membrana sia esclusivamente limitate a quella acrosomiale. Nella 
figura (l'f D) è possibile notare come la localizzazione evidenziata già 
negli spermatidi rotondi, persista anche a livello dello spermatide 
allungato. In questo stadio cellulare è già possibile apprezzare la forte 
condensazione della cromatina a livello della testa, e la conformazione 
a manicotto dei mitocondri semilunari, circondanti l'assonema, a livello 
del midpiece. Infine nella figura ( -1'\ E) è stato possibile ritrarre un 
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Figura l~ . lmmunolocalizzazione della PHGPx in tubuli seminiferi di 
ratto a diverse età: A: 3 mesi; 8: 6 mesi; C: 8 mesi; D: 12 mesi; E: 
controllo; barra: 35J..Lm 
Figura ~Cf • Micrografie elettroniche all'immunogold di tu buio di 
testicolo di ratto di 3 mesi . A: spermatogonio; 8: particolare 
ingrandito di spermatide rotondo; C: spermatide allungato; D: 
"residua! body". Le frecce indicano la localizzazione degli spot di 
orocolloidale. 
reperto altamente riproducibile e decisamente interessante di residua/ 
body. Tale formazione consiste del materiale citoplasmatico "scartato" 
che si stacca dallo spermatozoo nell'ultima fase della spermiogenesi. 
Questo materiale non viene liberato, come potrebbe sembrare logico, 
nel lume del tubulo, ma viene riassorbito e digerito dalle cellule del 
Sertoli. Sbalordisce, quindi, riscontrare una così alta localizzazione di 
PHGPx (legata ai mitocondri) insieme a materiale di scarto. Sarebbe 
interessante, in tale ambito, andare a saggiare l'attività enzimatica 
della proteina. Una scarsa o assente attività enzimatica, come anche 
una non corretta conformazione proteica potrebbe dare significato ad 
una sua cosi massiccia eliminazione. 
Nella figura 2D sono raccolte le immunolocalizzazioni su tubulo di 
testicolo di ratto di sei mesi. La distribuzione enzimatica è 
sovrapponibile a quella evidenziata nel ratto più giovane. Vanno 
comunque evidenziati i seguenti aspetti: reperti registrati per il ratto di 
tre mesi, ed avendo sempre utilizzato il medesimo anticorpo 
(proveniente dallo stesso batch) e alla stessa diluizione, risulta 
evidente il forte incremento di attività a livello di membrana 
acrosomiale: ciò forse a maggior protezione, nel corso 
dell'invecchiamento, di un distretto cellulare importante ai fini 
fecondativi e probabilmente altamente suscettibile all'attacco di 
molecole dannose provenienti dall'ambiente extracellulare. Ma tale 
situazione potrebbe essere vista anche da un'altra angolazione. La 
reazione acrosomiale è un fenomeno esocitotico fondamentale ai fini 
fecondativi. Vi partecipano molte molecole (bibliografia), tra le quali 
anche I'H202, le cui concentrazione risultano critiche per la buona 
riuscita della reazione stessa. In questo ambito, inoltre, anche il grado 
di perossidazione dei fosfolipidi di membrana, come accade nelle 
cellule spermatiche di epididimo (Hammerstedt) può avere un ruolo 
decisivo. Da qui una maggiore espressione della PHGPx. 
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Figura2o. Micrografie elettroniche all'immunogold di tubulo seminifero di 
ratto di 6 mesi. A, 8: regione acrosomiale di spermatide rotondo; C: 
citoplasma periferico di uno spermatide rotondo; D: spermatide allungato; 
E: controllo; Nu: nucleo; Cyt: citoplasma; barra: 300 nm. 
Nella fugura 2o C, invece, si può notare come la proteina sia 
presente in aggregati ben differenti, ossia raccolta in cluster a livello 
citoplasmatico. Come nel caso degli spermatidi purificati {da ratto di 36 
giorni, figura ), anche in questo caso possiamo dedurre che tale 
aggregazione e localizzazione possa rappresentare solamente un 
momento della vita della proteina, nel quale essa viene semplicemente 
raccolta e convogliata verso altri distretti cellulari. Infatti, come è 
possibile vedere nella figura D, la presenza della PHGPx è raramente 
registrabile come proteina libera, in quanto risulta relegata in organuli 
subcellulari: nucleo, membrana acrosomiale e mitocondri. Nella figura 
E , è riportato il controllo negativo. 
Nella figura'-' sono raccolti reperti tipici sia per il tu buio di ratto di 
otto mesi {pannelli A - D), sia di tu buio di ratto di 12 mesi· {pannelli E -
F). Sebbene siano evidenziabili grossi cluster, sia a livello nucleare che 
citoplasmatico, in entrambe le età del ratto, l'attività risulta inferiore se 
confrontata con quella del ratto di sei mesi. Tale andamento conferma i 
dati riscontrati con l'analisi Western blot, ma esso risulta comunque 
difficilmente interpretabile se paragonato all'andamento dell'attività 
enzimatica. Come si può desumere infatti dalla figura , l'attività 
enzimatica e la presenza della proteina non sono sovrapponibili. In un 
certo senso tale dato non è del tutto sorprendente, poiché già in 
passato, sia nel testicolo che in atri tessuti del ratto, (bible 26 e 30 -
lavoro testicoli, e tabella adattata), questa non sovrapponibilità era 
stata evidenziata. E' oltremodo singolare come in tutti i tessuti 
analizzati l'attività dell'enzima aumenti con il passare dell'età, con 
l'eccezione del testicolo (bibliografia 37). Il fatto che permanga un'alta 
espressione di proteina con una bassa attività enzimatica, potrebbe 
implicare un importante nuovo significato funzionale. Tale 
comportamento, potrebbe altresì essere attribuito ad un'inattivazione 
dell'enzima dovuta a variazioni conformazionali a carico del sito attivo, 
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Figura 2-1. Micrografia elettronica all'immunogold di tubulo seminifero di 8 
mesi (A-D) e 12 mesi (E, F). A: citoplasma periferico di spermatide 
allungato; B: nucleo di spermatide rotondo; C: spermatide allungato 
tagliato trasversalmente; D: spermatide allungato; E, F: spermatide 
rotondo. Nu: nucleo; Cyt: citoplasma 
come ad una variazione dell'ambiente riducente necessario al suo 
ruolo antiossidativo. 
Attività specifiche di PHGPx, GPx, GR, CAT e SOD negli 
spermatozoi di epididimo di ratto 
Nell'introduzione sono stati tràttati i complessi· meccanismi 
maturativi che subiscono gli spermatozoi di mammifero durante il 
transito dal caput alla cauda di epididimo. Molti processi di 
trasformazione sono stati dettagliatamente studiati e descritti [ 1~4 ], 
mentre le informazioni riguardanti i meccanismi enzimatici di 
protezione dal danno ossidativo e il contenuto di vitamina E nelle 
differenti popolazioni di spermatozoi di epididimo sono, come è già 
stato detto, insufficienti e spesso contraddittorie. l risultati di seguito 
illustrati e discussi si riferiscono pertanto agli aspetti quantitativi e 
qualitativi inerenti le attività enzimatiche descritte nell'introduzione, ed 
al contenuto di vitamina E nelle due popolazioni di spermatozoi. 
Il materiale di partenza è costituito da una popolazione di 
spermatozoi ottenuta da epididimo di ratto in toto, o da caput e cauda. 
Gli spermatozoi sono stati accuratamente purificati rimuovendo le 
cellule estranee con una centrifugazione in gradiente. La. figura 
riporta l'immagine al microscopio ottico del materiale così ottenuto. 
Risulta evidente l'integrità delle cellule e l'assoluta mancanza di 
elementi contaminanti, provenienti sia dal sangue che dal tessuto 
epididimale. 
La T a bella @ riporta i valori ottenuti delle attività specifiche per gli 
enzimi indicati. Gli unici valori che possono essere confrontati con dati 
analoghi già presenti in letteratura riguardano le attività di GPx, GR e 
SOD riportate per gli spermatozoi da epididimo in toto o, in alternativa, 
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Figura 22.. Spermatozoi purificati 
Epididimo in toto 
Capo t 
Cauda 
PHGPx* 
1.58 ± 0.39 
3.32 ± 0.54 
0.95 ± 0.278 
4.40 ± 0.88 1.41 ± 0.18 
8.09 ± 1.03 1.49 ± 0.24 
3.41 ± 0.38b 1.33 ± 0.23d 
Catalasit 
7.53 ± 1.18 
8.72 ± 1.60 
5.30 ± 2.80d 
SOD§ 
0.59 ± 0.11 
0.76 ± 0.26 
0.44 ± 0.09c 
Tabella W . Attività enzimatiche di enzimi antiossidativi rispettivamente negli spermatozoi 
dell'epididimo in toto, del caput o della cauda.* nmoli NADPH/min x 106 cellule; t nmoli 0 2/min x 106 
cellule; §U/1 06 cellule; 8p< 0.0005, bp<0.005, cp<0.05, d non significativo sulla base dello Student's t-
test, rispetto ai corrispettivi valori del caput dell'epididimo 
per gli spermatozoi nell'eiaculato di diversi mammiferi, uomo incluso [l 
]. l valori di attività specifica sono molto simili a quelli descritti in 
letteratura, o per lo meno sono dello stesso ordine di grandezza. 
Per quanto concerne le altre due attività enzimatiche, come 
indicato nell'introduzione, i dati sono contrastanti (per la CAT), o 
assenti (per la PHGPx) con l'eccezione di quelli recentemente 
pubblicati sempre sulla popolazione epididimale in toto ['iO]. 
l dati ottenuti per gli spermatozoi purificati separatamente da 
caput e cauda sono invece assolutamente originali, non confrontabili 
con altri, in quanto non reperibili in letteratura, e vanno quindi 
attentamente esaminati. Risulta evidente una differenza 
statisticamente significativa tra gli spermatozoi di caput e quelli di 
cauda per quanto riguarda PHGPx, GPx e SOD: l'attività di questi 
enzimi è infatti più alta nel caput (PHGPx: 3.5 volte; GPx: 2.4 volte e 
SOD: 1. 7 volte). Questi dati verranno discussi più dettagliatamente in 
seguito. 
La presenza della catalasi negli spermatozoi è invece ancora 
oggetto di controversie. La principale ragione di tale incertezza deriva 
dalla possibile contaminazione delle cellule del sangue, fonte di 
catalasi, ma ciò non può escludere a priori la presenza dell'enzima 
negli spermatozoi. Avendo utilizzato una metodica che elimina ogni 
contaminante di origine ematica ed epididimale (figura Z2. ) si può 
considerare quindi la presenza di un'attività enzimatica proveniente 
esclusivamente dagli spermatozoi. Sono state misurate infatti attività 
dosabili di catai asi, senza rilevare peraltro alcuna differenza tra caput e 
cauda; lostesso vale per l'enzima GR. Questi risultati permettono 
quindi di definire due importanti conclusioni: da una parte la 
dimostrazione che la catalasi fa sicuramente parte del corredo 
enzimatico endogeno degli spermatozoi purificati di epididimo di ratto, 
così da concludere una controversia di lunga data; dall'altra il fatto che 
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queste due attività protettive (eliminazione di H20 2 e capacità di 
rigenerare il glutatione ridotto) non r sembrano avere ruoli differenziati 
tra i due distretti funzionali di caput e cauda. 
l dati ottenuti sulle attività, non certo trascurabili di GR, GPx e 
PHGPx, hanno inoltre riproposto l'interrogativo riguardo la presenza 
della coppia GSH/GSSG negli spermatozoi di mammifero. Potrebbe 
essere infatti difficile giustificare la presenza di enzimi GSH/GSSG-
dipendenti qualora questi substrati non fossero presenti, sebbene 
esistano altre molecole contenenti gruppi tiolici che potrebbero fungere 
da substrati alternativi. Ancora una volta i dati presenti in letteratura su 
tale argomento si sono dimostrati contraddittori; essi indicano sia una 
completa assenza [ Jof ], così come un ammontare molto variabile, in 
specie differenti, di tale tripeptide [lolf]. Alcuni autori asseriscono che la 
produzione di GSH nelle cellule spermatogeniche è sotto controllo 
delle cellule di Sertoli ed è basata sull'interazione tra diversi tipi 
cellulari [loo]. Tenuto conto, quindi, dell'importante ruolo ossidoriduttivo 
di tale molecola e del suo fisiologico utilizzo come substarto da parte di 
enzimi glutatione-dipendenti (GPx, PHGPx e GR), è stato logico 
dosare anche il GSH negli spermatozoi di epididimo di ratto. E' stata 
cosi misurata una quantità di GSH pari a circa 35pmoli/106, in 
entrambe le popolazioni cellulari di epididimo di ratto. Ciò permette di 
concludere che questo rappresenta ancora l'usuale substrato per 
PHGPx e GPx anche in queste cellule. 
Vitamina E negli spermatozoi di epididimo di ratto 
Tra i molteplici meccanismi e molecole atti a proteggere le cellule 
dal danno ossidativo, quello rappresentato dell'a-tocoferolo, costituisce 
nelle membrane senza dubbio uno dei più importanti. Tale molecola 
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funge da scavenger nei confronti dei radicali idrossilici e perossilici dei 
lipidi di membrana, opponendosi alla propagazione della cascata 
radicalica. Nell'ambito degli spermatozoi la vitamina E è stata studiata 
quasi esclusivamente dal punto di vista terapeutico, previa 
somministrazione, in casi di sterilità maschile [vedere bibliografia in 
merito]. In mancanza di dati relativi alla presenza della vitamina nello 
spermatozoo, si è proceduto quindi al dosaggio dell'a-tocoferolo sia 
nelle diverse popolazioni di spermatozoi puri isolati da epididimo in 
toto, da caput e da cauda, sia nelle frazioni subcellulari degli 
spermatozoi stessi (teste, code e membrane plastica ed acrosomiale). 
La figura riporta la curva di calibrazione ottenuta con concentrazioni 
note di a-tocoferolo (a). Sono presentati inoltre i profili di eluizione dello 
standard (b) e di un tipico cromatogramma relativo alla estrazione di 
vitamina E da spermatozoi di epididimo in toto (c). Come si può vedere 
dai valori dei tempi di ritenzione, riportati nei quadri in alto a sinistra di 
ogni cromatogramma, la corrispondenza tra lo standard e la vitamina 
nel campione è eccellente: il picco relativo a quest'ultima è inoltre 
molto ben risolto da altri materiali fluorescenti, che vengono eluiti a 
tempi di ritenzione minori. La tabella riporta i diversi contenuti di 
vitamina E calcolati come medie dei valori di integrazione dei picchi 
relativi ad un certo numero di analisi (da un minimo di 3 ad un massimo 
di 14 per lo stesso materiale). l dati espressi in pmoli/106 cellule (o 106 
teste, code) o in pmoli/mg di proteine, dimostrano che la vitamina E è 
presente negli spermatozoi, ed è distribuita sia nelle teste che nelle 
code. La presenza di vitamina E nelle teste degli spermatozoi è 
ampiamente giustificata dal suo ammontare nelle membrane 
plasmatica ed acrosomiale; dati preliminari indicano inoltre che tale 
quantità è maggiore nella membrana acrosomiale esterna rispetto a 
quella plasmatica. Va ricordato in questo contesto che studi recenti 
effettuati in questo gruppo di ricerca hanno determinato il contenuto di 
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EPIDIDIMO in toto 
Teste 
Code 
Membrane plasmatica e acrosomiale 
CAPUT 
CAUDA 
a pmole/106 cells (106 heads, or 106 tails) 
bpmolelmg protein 
contenuto di vitamina E 
3.418 ± 1.220a 
0.294 ± 0.007a 
1.319 ± 0.035a 
351.113 ± 8.454b 
8.261 ± 1.788a 
2.175 ± 0.374a,c 
c p<0.0005 on the basis ofStudent's t-test, in comparison to caput epididymal spermatooza 
Tabella lV. Contenuto di vitamina E negli spermatozoi e nelle loro subfrazioni 
vitamina E in mitocondri di testicolo di ratto (0.603 ± 0.04 nmoli/mg di 
proteine) [100]. La sua presenza nelle code degli spermatozoi, perciò, 
può essere ragionevolmente attribuita ai mitocondri del midpiece che 
derivano, dopo trasformazione strutturale, da quei mitocondri. 
Attualmente non è possibile un'agevole misurazione del contenuto di 
vitamina E nei mitocondri isolati degli spermatozoi a causa del drastico 
trattamento richiesto per isolare tali organelli, trattamento che porta alla 
perdita dell'integrità delle strutture di membrana e presumibilmente 
della vitamina stessa. 
E' rilevante ancora notare (tabella 1 v) come il contenuto di a-
tocoferolo negli spermatozoi di caput sia, in maniera statisticamente 
significativa, ben 4 volte maggiore di quello della cauda: ciò indica 
inequivocabilmente che la presenza di vitamina diminuisce 
progressivamente durante la maturazione degli spermatozoi. Questo 
fatto, accoppiato ad una situazione simile per quanto riguarda l'attività 
specifica della PHGPx (maggiore nel caput) (tabella ) potrebbe 
indicare, nelle due distinte popolazioni cellulari, una differenza 
funzionale nei processi protettivi da parte della PHGPx della vitamina, 
e verosimilmente un possibile processo differenziato di regolazione ad 
opera della sola PHGPx. 
Perossidazione degli spermatozoi 
Considerata l'evidente differenza di corredo antiossidativo 
dimostrata nelle diverse popolazioni cellulari, è molto importante, di 
conseguenza, analizzare le loro risposte allo stimolo perossidativo. Ho 
misurato in quest'ottica, sia la produzione di MDA che il consumo di 
vitamina E in diverse condizioni. 
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La figuraZ3Rriporta il contenuto residuo di vitamina E (in %rispetto 
ad un controllo non perossidato) negli spermatozoi di epididimo in toto 
in funzione di concentrazioni crescenti del generatore di radicali AAPH. 
Lo scopo di tale indagine è quello di definire una situazione "ottimale" 
di perossidazione: sufficiente per un marcato consumo di vitamina, ma 
non così spinto da distruggere quantità di tocoferolo tali per cui risulti 
impossibile apprezzare piccole variazioni in quelle condizioni. In base 
ai dati del grafico, è stata quindi scelta la concentrazione di AAPH pari 
a 12mM, in quanto è quella cui corrisponde una scomparsa di vitamina 
E del 40-50%, considerata opportuna per la sperimentazione a seguire 
(inibizioni enzimatiche e consumo di vitamina E). 
La figura Z4 R aggiunge, rispetto ai dati forniti con la figura 
precedente, l'indicazione grafica relativa al danno prodotto daii'AAPH, 
quantizzato in pmoli di TBARS (MDA)/1 06 cellule. L'effetto risulta 
bifasico per i due fenomeni: nell'intorno del valore di 15-20mM di 
AAPH, infatti, si realizza la maggior parte del consumo della vitamina, 
in concomitanza con il raggiungimento di "plateau" per la produzione di 
MDA. 
Un'analisi successiva sulle due popolazioni dimostra che gli 
spermatozoi di caput e di cauda rispondono in modo diverso al danno 
perossidativo. La figuraZ4Briporta il consumo di vitamina E (in % rispetto 
al controllo non perossidato) e la MDA prodotta in spermatozoi di caput 
e di cauda, in funzione di diverse concentrazioni di AAPH. 
Sorprendentemente i risultati indicano che nel caput, ove si verifica una 
maggiore produzione di MDA, si assiste ad un minor consumo di 
vitamina E, mentre tale situazione si inverte nella cauda. E' difficile al 
momento spiegare in termini funzionali e molecolari la minore 
formazione della MDA proprio negli spermatozoi di cauda, nei quali è 
stata dimostrata la presenza di una notevole quantità di acidi grassi 
insaturi [lo2]. Ciò potrebbe suggerire una maggiore stabilità, vista come 
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maggiore inaccessibilità delle specie perossidabili, a dispetto 
comunque dell'inferiore capacità protettiva svolta dalla vitamina E e 
dagli enzimi negli spermatozoi della cauda di epididimo. 
Ruolo degli enzimi 
Il passo conclusivo della mia ricerca è stato quello di dimostrare 
se e quale degli enzimi presi in considerazione potesse avere un ruolo 
preminente nella protezione della vitamina E in situazioni di danno 
ossidativo. 
Come già descritto in Materiali e Metodi, è possibile inibire 
selettivamente la CA T con NaN3, la SOD con KCN e la PHGPx con 
BSP. Le condizioni di perossidazione sono state scelte in modo da non 
avere più del 40-60% di consumo di vitamina E, owero in presenza di 
12mM di AAPH (vedi figuraZS). 
l risultati riportati dalle figure l5fi B , riferite rispettivamente agli 
spermatozoi di caput e di cauda di epididimo, sono stati ottenuti 
incubando le cellule con AAPH sia in condizioni di attività enzimatica 
"nativa", sia inibendo separatamente gli enzimi SOD, PHGPx e CAT 
fino al raggiungimento del 95-100% di inibizione. Gli istogrammi sono 
espressi in termini di % di vitamina E dosabile dopo l'inibizione degli 
enzimi (barre grigie) e dopo il trattamento con AAPH da solo e con 
AAPH in presenza degli inibitori (barre blu), in relazione al contenuto di 
vitamina E degli spermatozoi non trattati (controllo). Risulta evidente 
dalle due serie di istogrammi che nessun inibitore è in grado di 
provocare una ulteriore diminuzione di vitamina E più di quanto faccia 
I'AAPH da solo, né negli spermatozoi di caput né in quelli di cauda. Va 
ricordato, a questo proposito, che ricerche analoghe effettuate sulle 
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FiguraZ.S. Contenuto residuo di vitamina E (in percento rispetto al controllo non perossidato e non inibito) 
rispettivamente negli spermatozoi di caput (A) e di cauda (B) dopo perossidazione/ perossidazione ed 
inibizione (barre rosse) oppure solamente dopo inibizione specifica di un enzima (barre blu). AAPH: 12mM 
membrane mitocondriali dei testicoli di ratto [leo], avevano condotto ai 
medesimi risultati nel caso della PHGPx. 
Questi ultimi risultati permettono quindi di concludere che 
l'incremento endogeno di ROS (02-·, H20 2 e fosfolipidi idroperossidi), 
indotto rispettivamente in seguito all'inibizione di SOD, CAT e PHGPx, 
non costituisce di per se una causa addizionale di consumo della 
vitamina E. Ciò indicherebbe pertanto che, almeno in queste 
condizioni, esiste una certa capacità di resistere e compensare il 
danno provocato dai ROS da parte degli enzimi "superstiti". In 
alternativa, se pensiamo che i ruoli protettivi degli enzimi da una parte 
e di vitamina E dall'altra, come già visto in precedenza, siano 
indipendenti, potrebbe essere necessario giungere ad una inibizione 
totale di tutti gli enzimi per modulare al ribasso il consumo di vitamina 
E. Esperimenti preliminari in tal senso non sembrano indicare che sia 
questo il caso, almeno fino a che una parte di vitamina (fino al 30% 
nella cauda) è ancora presente. E' indubbio, pertanto, che ulteriori 
indagini sono necessarie per approfondire i meccanismi con i quali 
enzimi e scavengers non enzimatici concorrono a proteggere gli 
spermatozoi nel loro lungo viaggio verso la cellula uovo. 
Valutazione biochimica ed immunologica della PHGPx negli 
spermatozoi epididimali di ratto a diverse età 
L'espressione della proteina PHGPx è stata valutata mediante 
Western blot. La figura zb riporta una raccolta dei tipici patterns ottenuti 
in maniera altamente riproducibile, da almeno 3 diversi esperimenti per 
ogni età del ratto (3, 6, 8 e 12 mesi). Dalla figura si può notare come la 
quantità di proteina enzimatica (banda a 20kDa) presente sugli 
spermatozoi di caput, corpus e cauda non mostri differenze 
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Figura26. Analisi Western blot della PHGPx in spermatozoi epididimali e loro 
subfrazioni. In ogni lane è stato caricato 1 Jl9 di proteine 
significative se non negli animali di 12 mesi (lane 3) dove la quantità di 
enzima espressa da corpus, ma soprattutto dalla cauda, appare 
decisamente trascurabile a confronto con quella del caput. Similmente, 
la quantità di enzima presente a livello delle membrane è presente solo 
in tracce nelle frazioni ottenute da corpus e cauda negli animali di 3, 6 
e 8 mesi, mentre non è addirittura riscontra bile nei ratti di 12 mesi. 
La PHGPx delle teste degli spermatozoi risulta visibile solo dopo 
un trattamento con agenti disgreganti quali una notevole forza ionica 
(1M NaCI), unità ad un forte ambiente tensioattivo (1% Triton) e ad un 
altrettanto forte ambiente riducente (0.5% 2-ME) (lanes 1 O, 11 e 12). 
Se a questo trattamento viene fatta seguire una digestione con DNasi l 
si evidenzia dell'ulteriore proteina (lanes 1 O, 11 e 12). Tutto ciò sta a 
dimostrare che la PHGPx, la cui localizzazione è già stata 
precedentemente descritta a livello nucleare nelle cellule germinali del 
testicolo e negli spermatidi allungati [ ], risulta presente e saldamente 
legata alla densa e compatta cromatina delle teste degli spermatozoi 
maturi. Si tratta di interazioni cosi forti (elettrostatiche, ossidoriduttive, 
idrofobiche) che è necessaria la "frantumazione" della cromatina con 
DNasi per smascherare tutta la proteina presente. 
Un dato sicuramente inatteso e sorprendente, ma riproducibile e 
quindi meritevole di grande attenzione, è il seguente: in tutti gli estratti 
delle teste (lanes 7, 8 e 9) si nota la presenza di una banda addizionale 
(di circa 23kDa), senza differenze evidenti tra ratti di età diverse. 
Questa ulteriore risposta agli anticorpi costituisce a tutt'oggi un 
problema in attesa di risposta. Sono stati fatti dei controlli per verificare 
che la banda in questione non fosse corrispondente al monomero della 
GPx "classica". Essa inoltre non può nemmeno essere la GPx5 
[cercare dati sull'omologia GPx5 e PHGPx] ovvero la glutatione 
perossidasi epididimale, in quanto presente in tutti e tre i tratti 
dell'epididimo anziché solamente nel caput ed in più non nelle frazioni 
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delle membrane. Tale banda non costituisce inoltre un artefatto, in 
quanto si presenta in maniera specifica solo nel primo estratto delle 
teste demembranate di spermatozoo. Un test di cromatografia di 
affinità con anticorpi anti-PHGPx immobilizzati su Affigel Hz (BioRad) 
ha inoltre riprodotto tale quadro: un estratto di teste, eluito su questa 
colonna, ha infatti mostrato le due bande (20 e 23 kDa) al Western 
blot. Sorge pertanto legittima una domanda: potrebbe questa banda di 
23kDa essere la forma "immatura" (long form) della PHGPx, dotata 
della sequenza segnale per la localizzazione mitocondriale [qo ]. Non 
essendo mai stata evidenziata prima questa forma più pesante 
(successivamente processata alla conosciuta short forrn da 20kDa), 
questa domanda attende pertanto uno studio mirato, peraltro già in 
progetto. 
L'andamento dell'attività catalitica, come già commentato 
nell'introduzione, spesso non è sovrapponibile a quello 
dell'espressione della proteina: quindi un confronto tra le due è 
indispensabile. 
L'attività specifica è stata misurata in spermatozoi purificati 
separatamente da caput, corpus e cauda di epididimo, utilizzando ratti 
di 3, 6, 9, 12 mesi. La figura 21- riporta i dati ottenuti. L'attività massima 
si ottiene in animali di 6 mesi, con una diminuzione progressiva fino a 
12, con l'eccezione degli spermatozoi di caput, che presentano 
un'attività costante tra i 9 e i 12 mesi. Dalla figura si nota inoltre che 
l'attività misurata nel caput dell'epididimo è costantemente più alta di 
quella misurata nel corpus e nella cauda come era già stato dimostrato 
in precedenti lavori nell'animale giovane [zo]. Questo comportamento 
permane, quindi, con l'invecchiamento, e presumibilmente deve essere 
collegato con una minore attività protettiva (altri enzimi, vitamina E) 
precedentemente descritta negli spermatozoi maturi di cauda all'età di 
3 mesi [23]. 
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Figura21. Rappresentazione grafica dell'andamento 
dell'attività specifica della PHGPx negli spermatozoi 
di epididimo di ratto a diverse età. Blu: caput; azzurro: 
corpus; rosa: cauda. 
La figura zo riporta infine, in termini percentuali rispetto al valore di 
massima attività specifica, i valori ottenuti per la PHGPx negli 
spermatozoi di ratto a diversa età, confrontati con quelli di attività 
specifica raccolti per gli omogenati di testicolo degli stessi animali. La 
massima attività specifica dell'enzima viene raggiunta quindi nel 
testicolo dell'animale giovane (3 mesi), cui segue una progressiva, 
consistente diminuzione di un ordine di grandezza già a nove mesi di 
età. Questo valore è identico a quello riportato nell'animale impubere 
(36 giorni), quando l'azione ormonale non ne ha ancora stimolato la 
produzione [ ~3 ]. La massima attività enzimatica negli spermatozoi di 
tutte e tre le regioni dell'epididimo è invece raggiunta solo a 6 mesi di 
età. Questa differenza temporale, difficile da spiegare allo stato attuale 
delle conoscenze, può avere verosimilmente importanza fisiologica. 
Data la grande distanza temporale (3 mesi), bisogna pensare a diversi 
ed indipendenti meccanismi di attivazione-disattivazione deWattività 
enzimatica presenti nei due distretti, quello germinativo del testicolo e 
quello maturativo dell'epididimo. 
lmmunolocalizzazione della PHGPx nell'epididimo del ratto a 
diverse età 
L'espressione proteica della PHGPx è stata ulteriormente valutata 
con metodi immunoistochimici in situ nel tessuto epididimale. Sono 
stati pertanto effettuati studi di immunogold sia su sezioni per 
microscopia ottica che su sezioni per microscopia elettronica a 
trasmissione. La figura l '7 mostra la localizzazione in sezioni di caput 
(A, C) e cauda (8, D) di epididimo ottenute da ratti di 3 e 12 mesi. Ad 
una attenta osservazione si può dedurre quanto segue. Il "segnale" 
risulta più debole nei campioni di cauda sia per l'animale giovane e, in 
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Figura~. lmmunolocalizzazione localizzazione della PHGPx nell'epididimo. 
A: caput, 6 mesi; 8: cauda, 6 mesi; C: caput, 12 mesi; D cauda, 12 mesi; E: 
controllo. Barra: 1 OJ.tm 
maniera più evidente, per quello vecchio. Ciò sembra quindi in accordo 
con l'attività enzimatica. 
E' interessante notare la presenza della proteina PHGPx nelle 
cellule colonnari delle pareti del tubulo epididimale. Per questa 
tipologia di cellule mancano del tutto indicazioni relative all'attività 
enzimatica della PHGPx e questo dato, al momento, non è 
inquadrabile in alcun contesto. 
Il TEM ci fornisce un'informazione più dettagliata 
sull'immunolocalizzazione della PHGPx all'interno delle specifiche 
strutture degli spermatozoi provenienti da caput ( figura~: A (3 mesi), 
C (12 mesi), E (3 mesi)) e da cauda (8 (3 mesi), D (12 mesi)). La 
membrana acrosomiale, la cromatina e i mitocondri del midpiece 
presentano costantemente le sferette di oro colloidale. Anche in questi 
campioni la pre·senza della PHGPx è minore nelle sezioni di cauda (8, 
D). Ne fa fede il "segnale" nelle membrane mitocondriali del midpiece, 
che in una sezione longitudinale di cauda di un animale anziano (12 
mesi) è piuttosto "povero", se confrontato con i classici reperti di 
campioni più giovani, e quello del caput che è sempre particolarmente 
ricco (A, C). E' interessante inoltre notare che il pezzo principale della 
coda dello spermatozoo è sempre privo di PHGPx: il pannello E della 
figura riporta infatti delle suggestive sezioni trasversali della porzione 
più lunga e sottile della coda, ben al di là del manicotto dei mitocondri 
(midpiece). Qui sussistono solo le tipiche strutture dell'assonema, le 
fibre del flagello e le "costole" esterne; In questi distretti non è mai 
reperibile traccia alcuna della PHGPx. Il pannello 4F, infine, 
rappresenta un controllo negativo eseguito su una sezione trasversale 
di un midpiece ove si notano perfette sezioni dei caratteristici 
mitocondri semilunari che awolgono questo distretto cellulare. 
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Figura 3o. Micrografie elettroniche all'immunogold della PHGPx negli spermatozoi di 
epididimo. A: teste e midpiece, caput, 6 mesi; 8: testa e midpiece, cauda, 6 mesi; C: 
testa e midpiece, caput, 12 mesi; D: midpiece, tagliato longitudinalmente, cauda; 12 
mesi; E: pezzo principale della coda (tagliato trasversalmente), caput, 6 mesi; F: 
controllo; barra: 300 nm 
Ruolo della PHGPx come tiolo-ossidasi 
Come già accennato in precedenza, la PHGPx pur essendo nota 
per la sua attività antiossidativa, si sta dimostrando una proteina dalle 
molteplici funzionalità. L'importanza del selenio nella fertilità maschile, 
legata al fatto che tale enzima a differenza della glutatione perossidasi 
classica, sia meno "stringente" nell'utilizzare il glutatione come 
substrato, ha fatto supporre che esso possa avere un ruolo diverso 
nell'ambito delle cellule germinali. E' stato perciò proposto di valutare 
la possibilità che la PHGPx possa fungere da tiolo-ossidasi, o meglio 
fungere da regolatore dello stato redox dei gruppi tiolici. In tale ambito i 
fosfolipide idroperossidi avrebbero la funzione di modulatori dello stato 
redox proteico, come è già stato riportato ['8B ]. l candidati al ruolo di 
substrati alternativi su cui si è focalizzata l'attenzione sono state le 
protamine. Tali piccole proteine presenti all'interno della testa dello 
spermatozoo allo scopo di condensare la cromatina, sono, nei 
mammiferi, ricche in gruppi tiolici. Il loro stato di ossidoriduzione nel 
passaggio dal caput alla cauda, va da quello completamente ridotto, a 
quello completamente ossidato. Per tale motivo, una volta estratte 
dalle teste degli spermatozoi delle due popolazioni, le protamine sono 
state utilizzate come substrati per la PHGPx (figura SJ ). Per tali 
esperimenti è stata usata la PHGPx pura (prof. Ursini) estratta dalla 
frazione citosolica del testicolo. 
Nella figura 32 è riportata graficamente l'attività tiolo-ossidasica 
della PHGPx nei confronti delle protamine estratte rispettivamente 
dagli spermatozoi del caput (A) e della cauda (8). Tale attività è stata 
espressa come percentuale di gruppi tiolici rimanenti dopo la reazione 
(15 minuti), rispetto al quantitativo di partenza (1 00% = 150 nmoli di 
gruppi -SH). E' evidente (linea blu) come nei due grafici l'andamento 
sia diverso: nel caput, infatti, i tioli delle protamine fungono da 
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Figura 3'. Elettroforesi acido acetico/urea. Lane 1: 2.4 J.L9 di istoni di timo 
di vitello; lane 2: 13.2 J.19 di citocromo -ç; lane 3: 9. 72 J.LQ di protamine di 
caput ; lane 4: 9.13 J.L9 di protamine di cauda 
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Figura .3Z. Attività tiolo-ossidasica della PHGPx pura sulle protamine estratte da spermatozoi di caput (A) e di 
cauda (B)di epididimo di ratto in presenza di fosfatidilcolina idroperossido. Il saggio contiene in 1.5 mi: 0.1 M 
Tris-CI (pH 7.5), 0.2% Triton X-100, e dove presente 200 J.tl di PHGPx pura, circa 150 J.lg protamine (Pr) o GSH 
(entrambi corrispondenti a 150 nmoli di gruppi-SH), e 0.014 M fosfatidilcolina idroperossido (pc). La miscela è 
stata incubata a 37°C, e aliquote sono state prelevate a intervalli regolari per il dosaggio dei tioli rimanenti a 412 
nm in presenza di DTNB. *p < 0.001 allo Student's t-test, comparato sia con i valori corrispettivi delle protamine 
della cauda sia con i corrispettivi bianchi. ns: non significativo rispetto ai corrispettivi bianchi. 
substrato, mentre ciò non accade nella cauda. Se in qualche modo, 
inoltre, tale consumo sembra poco rilevante, è importante mettere in 
evidenza come, a parità di gruppi -SH, esso sia del tutto paragonabile 
a quello ottenuto con il glutatione come substrato (in rosso). Per 
verificare la specificità della reazione è stata saggiata l'attività 
enzimatica della GPx "classica" nei confronti delle protamine nelle 
medesime condizioni. Non è stato possibile misurare alcun tipo di 
variazione del contenuto di tioli. La PHGPx perciò, sembra riconoscere 
come substrato solamente le protamine estratte dal caput, questo 
probabilmente sulla base di una differente conformazione di queste 
proteine, o per un diverso assemblamento dei tioli capace di renderle 
più o meno accessibili. 
Nel grafico sono riportati gli opportuni bianchi di controllo. 
84 
CONCLUSIONI 
l dati riportati in questa tesi portano nuovo materiale e nuovi 
spunti di ricerca sia nei riguardi della PHGPx sia nei confronti dei 
meccanismi antiossidativi in generale. E' stato dimostrato senza alcuna 
ombra di dubbio, che la PHGPx viene espressa anche nel ratto 
impubere, nelle cellule diploidi, ma con un forte incremento a partire 
dallo stadio degli spermatidi rotondi; ciò permette di considerare che 
tale proteina possa giocare un ruolo chiave, o comunque importante, 
nel differenziamento cellulare che porta queste cellule a divenire cellule 
spermatiche mature. Inoltre, accanto al ruolo strutturale addebitatole [~ 
], come componente fondamentale della capsula mitocondriale, con gli 
esperimenti sulle protamine sono state gettate le premesse per la 
comprensione del suo ruolo all'interno del nucleo. Per quanto riguarda 
invece il coinvolgimento della PHGPx nell'invecchiamento o comunque 
il suo comportamento in tale processo è stato possibile dare solamente 
una visione qualitativa e fare delle ipotesi per spiegare la non 
sovrapponibilità tra attività enzimatica ed espressione di proteina. 
E' stata invece fatta chiarezza sul pattern antiossidativo degli 
spermatozoi dell'epididimo. E' stato possibile evidenziare anche una 
netta differenza tra le popolazioni di caput e di cauda ed inoltre è stata 
fatta luce sulla presenza della catalasi e sul glutatione in queste 
popolazioni· cellulari. 
85 
BIBLIOGRAFIA 
[1] Ernster L., Proceedings 5th lnt. Congr. On "Oxigen Radicals", Kyoto, 
pp. 1-31 (1992). 
[2] "Radicali Liberi ed Invecchiamento", Proceedings lnt. Congr. On "Free 
Radicals and Aging", Parigi, passim. (1993). 
[3] Mosialou E., PhD on "Microsomal Glutathione Transferase and 
Oxidative Stress", Karolinska lnstitutet, Stockholm (1993). 
[4] Chaudiere J., in "Free Radical Damage and its Control", Elsevier, 
Amsterdam, pp.25-65 (1994). 
[5] Bindoli A. e Cavallini L., "l Radicali Liberi", Piccin, Padova (1980). 
[6] Buettner J.R., Arch. Biochem. Biophys., 300: 535-543 (1993). 
[7] Wagner B.A., Buettner J.R. and Burns C.P., Biochemistry, 33: 4449-
4453 (1994). 
[8] Vaca C.E., Wilhelm J. And Ringdalh M.H., Mutat. Res., 195: 137-149 
(1988). 
[9] Lavai J., Jurado J., Saparbaev M. and Sidorkina 0., Mutat. Res., 402 
(1-2): 93-102 (1998). 
[10] Comaschi V., Lindner L., Farruggia G., Gesmundo N., Colombi L. and 
Masotti L., Biochem. Biophys. Res. Commun., 158 (3): 769-775 
(1989). 
[11] Miki M., Tamai H., Yamamoto Y.and Niki E., Arch.Biochem. Biophys., 
~ ~-~-~~~--~-------- -- ~~ -26~--3-73-38{}-f-198-7}.--~------~-
[ 12] Alberts 
[13] Nolan J.P. and Hammerstedt R. H., FASEB J, 11: 670-682 (1997). 
[14] ANATOMIA 
[15] Hinton B.T., Palladino M.A., Rudolph D. and Labus J.C., Reprod. 
Fertil. Dev., 7: 731-745 (1995). 
[16] Parks J. E. and Hammerstedt R.H., Biol. Reprod., 32: 653-668 (1985). 
86 
[17] Gagnon C., lwasaki A., de Lamirande E. and Kowalski N., Ann. NY 
Accad. Sci., 637: 436-444 (1991). 
[18] Baker H.W.G., Brindle J., lrvine D.S. and Aitken R.J., Fertil. Steril., 65: 
411-419 (1996). 
[19] Alvarez J.G. and Storey B.T., Gamete Res., 23: 77-90 (1989). 
[20] Holland M.K. and Storey B.T., Biochem. J., 198: 273-280 (1981). 
[21] Bize 1., Santander G., Cabella P., Driscol D. and Sharpe C., Biol. 
Reprod., 44: 398-403 (1991). 
[22] Bauchè F., Fouchard M.H. and Jégou B., FEBS Lett., 349: 392-396 
(1994). 
[23] T ettamanti 
[24] Kelso K.A., Redpath A., Noble R.C. and Speake B.K., J. Reprod. 
Fertil., 109: 1-6 (1997). 
[25] Jeulin C., Soufir J.C., Weber P., Lavai-Martin D. and Calvayrac R., 
Gamete Res., 24: 185-196 (1989) 
[26] Milis G.C., J. Biol. Chem., 229: 189-197 (1957). 
[27] Ursini F., Maiori no M. an d Sevanian A., in "Oxidative Stress: Oxidants 
and Antioxidants", Acad. Press., pp.319-339 (1991). 
[28] Maiorino M., Gregolin C. and Ursini F., Methods Enzymol., 186; 448-
457 (1990). 
[29] Epp 0., Landestein R. and Wendel A., Eur. J. Biochem., 133: 51-57 
(1983). 
[30) Godeas C., Sandri G. and Panfili E., Biochim. Biophys. Acta, 1191: 
147-150 (1994). 
[31] Godeas C., Tramer F., Micali F., Roveri A., Maiorino M., Nisii C., 
Sandri G. and Panfili E., Biochem. Mol. Med., 59: 118-124 (1996). 
[32] Behne D., Hofer T., von Berswordt-Wallrabe R. and Elger W., J. Nutr., 
102: 1682-1687 (1982). 
[33] Godeas C., Tramer F., Micali F., Soranzo M., Sandri G. and Panfili E., 
Biol. Reprod., 57: 1502-1508 (1997). 
[34] Kessopoulou E., Powers H.J., Sharma K.K., Pearson M.J., Russell 
J.M., Cooke I.D. and Barratt C.L.R., Fertil. Steril., 64(4): 825-831 
87 
(1995). 
[35] Godeas C., Tramer F., Sandri G.and Panfili E., Biochem. Mol. Med., 
58: 221-226 (1996). 
[36) Seligman J., Kosower N.S., Weissenberg R. and Shalgi R., J. Reprod. 
Fertil., 101: 435-443 (1988). 
[37) San Augustin J.T. and Witman G.B., Methods Celi Biol., 47: 31-36 
(1995). 
[38] Ward C.R., Storey B.T. and Kopf G.S., J. Biol. Chem., 267: 14061-
14070 (1992). 
[39] Flohè L. and GunterW.A., Methods Enzymol., 105: 114-121 (1984). 
(40] Goldberg D.M. and Spooner R.J., Methods in Enzyme Analysis vollll, 
Basai: Verlag Chemie; 258-265 ( 1983). 
[41] Flohè L. and Otting F., Methods Enzymol., 105: 93-104 (1984). 
[42] Del Rio LA., Ortega M. G., Lopez A. L. and Gorgè J.L., Anal. Biochem., 
80: 409-415 (1977). 
[43] Breitbart H., Wehbie R. and Lardy H.A., Biochim. Biophys. Acta, 1026: 
57-63 (1990). 
[44] Ernster L., Lee I.Y., Norling B. and Persson B., Eur. J. Biochem., 
9:299-310 (1969) 
[45] Winters R.A., Zukowski J., Ercal N., Matthews R.H. and Spitz D.R., 
Anal. Biochem., 227: 14-21 (1995). 
[46] Vatassery G.T., Smith W.E., Quach H.T. and Lai J.C.K., Neurochem. 
lnt., 26: 527-535 (1995). 
[47] Smith P.K., Krahn R.I., Hermanson G.T., Mallia A.K., Gartner F.H., 
Provenzano M.D., Fujimoto E.K., Goeke N.M., Olson B.J. and Kleink 
D.C., Anal. Biochem., 150: 76-85 (1985). 
[48] Amann R.P., Hammerstedt R.H. and Veeramachaneni D.N.R., Reprod. 
Fertil. Dev., 5: 361-381 (1993). 
[49] Smith D.G., Sanger P.L.., Mc Cutchan J.F. and Landa C.A., Biol. 
Reprod., 20:377-383 (1979) 
[50] Ballhorn R., Corzett M., Mazrismas J. and Watkins B., Biochemistry, 
30:175-181 (1991) 
88 
[51] Li T-K., Biol. Reprod., 12: 641-646 (1975). 
[52] Den Boer P.J., Mackenbach P. and Grootegoed J.A., J. Reprod. Fertil., 
87: 391-400 (1989). 
[53] Li L., Seddon A.P., Meister A.and Risley M.S., Biol. Reprod., 40: 317-
331 (1989). 
[54] Ernster L., Proceedings 5th lnt. Congr. On "Oxigen Radicals", Kyoto, 
pp. 1-31 (1992). 
[55] "Radicali Liberi ed Invecchiamento", Proceedings lnt. Congr. On "Free 
Radicals and Aging", Parigi, passim. (1993). 
[56] Mosialou E., PhD on "Microsomal Glutathione Transferase and 
Oxidative Stress", Karolinska lnstitutet, Stockholm ( 1993). 
[57] Chaudiere J., in "Free Radical Damage and its Contrai", Elsevier, 
Amsterdam, pp.25-65 (1994). 
[58] Bindoli A. e Cavallini L., "l Radicali Liberi", Piccin, Padova (1980). 
[59] Buettner J.R., Arch. Biochem. Biophys., 300: 535-543 (1993). 
[60] Wagner B.A., Buettner J.R. and Burns C.P., Biochemistry, 33: 4449-
4453 (1994). 
[61] Vaca C.E., Wilhelm J. And Ringdalh M.H., Mutat. Res., 195: 137-149 
(1988). 
[62] Lavai J., Jurado J., Saparbaev M. and Sidorkina 0., Mutat. Res., 402 
(1-2): 93-102 (1998). 
[63] Comaschi V., Lindner L., Farruggia G., Gesmundo N., Colombi L. and 
Masotti L., Biochem. Biophys. Res. Commun., 158 (3): 769-775 
(1989). 
[64] Miki M., Tamai H., Yamamoto Y.and Niki E., Arch.Biochem. Biophys., 
258: 373-380 (1987). 
[65] Alberts 
[66] Nolan J.P. and Hammerstedt R.H., FASEB J, 11: 670-682 (1997). 
[67] ANATOMIA 
[68] Hinton B.T., Palladino M.A., Rudolph D. and Labus J.C., Reprod. 
Fertil. Dev., 7: 731-745 (1995). 
[69] Parks J. E. and Hammerstedt R. H., Biol. Reprod., 32: 653-668 (1985). 
89 
[70] Gagnon C., lwasaki A., de Lamirande E. and Kowalski N., Ann. NY 
Accad. Sci., 637: 436-444 (1991). 
[71] Baker H.W.G., Brindle J., lrvine D.S. and Aitken R.J., Fertil. Steril., 65: 
411-419 (1996). 
[72] Alvarez J.G. and Storey B.T., Gamete Res., 23: 77-90 (1989). 
[73] Holland M.K. and Storey B.T., Biochem. J., 198: 273-280 (1981). 
[74] Bize 1., Santander G., Gabello P., Driscol D. and Sharpe C., Biol. 
Reprod., 44: 398-403 (1991). 
[75] Bauchè F., Fouchard M.H. and Jégou B., FEBS Lett., 349: 392-396 
(1994). 
[76] T ettamanti 
[77] Kelso K.A., Redpath A., Noble R.C. and Speake B.K., J. Reprod. 
Fertil., 109: 1-6 (1997). 
[78] Jeulin C., Soufir J.C., Weber P., Lavai-Martin D. and Calvayrac R., 
Gamete Res., 24: 185-196 ( 1989) 
[79] Milis G.C., J. Biol. Chem., 229: 189-197 (1957). 
[80] Ursini F., Maiorino M. and Sevanian A., in "Oxidative Stress: Oxidants 
and Antioxidants", Acad. Press., pp.319-339 (1991). 
[81] Maiorino M., Gregolin C. and Ursini F., Methods Enzymol., 186; 448-
457 (1990). 
[82] Epp 0., Landestein R. and Wendel A., Eur. J. Biochem., 133: 51-57 
(1983). 
[83] Godeas C., Sandri G. and Panfili E., Biochim. Biophys. Acta, 1191: 
147-150 (1994). 
[84] Godeas C., Tramer F., Micali F., Roveri A., Maiorino M., Nisii C., 
Sandri G. and Panfili E., Biochem. Mal. Med., 59: 118-124 (1996). 
[85] Behne D., Hofer T., von Berswordt-Wallrabe R. and Elger W., J. Nutr., 
102: 1682-1687 (1982). 
[86] Godeas C., Tramer F., Micali F., Soranzo M., Sandri G. and Panfili E., 
Biol. Reprod., 57: 1502-1508 (1997). 
[87] Kessopoulou E., Powers H.J., Sharma K.K., Pearson M.J., Russell 
90 
J.M., Cooke 1.0. and Barratt C.L.R., Fertil. Steril., 64(4): 825-831 
(1995). 
[88] Godeas C., Tramer F., Sandri G.and Panfili E., Biochem. Mol. Med., 
58: 221-226 (1996). 
[89] Seligman J., Kosower N.S., Weissenberg R. and Shalgi R., J. Reprod. 
Fertil., 101: 435-443 (1988). 
[90] San Augustin J.T. and Witman G.B., Methods Celi Biol., 47: 31-36 
(1995). 
[91] Ward C.R., Storey B.T. and Kopf G.S., J. Biol. Chem., 267: 14061-
14070 (1992). 
[92] Flohè L. and Gunter W.A., Methods Enzymol., 105: 114-121 (1984). 
[93] Goldberg D.M. and Spooner R.J., Methods in Enzyme Analysis voi 111, 
Basel: Verlag Chemie; 258-265 (1983). 
[94] Flohè L. and Otting F., Methods Enzymol., 105: 93-104 (1984). 
[95] Del Rio LA., Ortega M. G., Lopez A. L. and Gorgè J.L., Anal. Biochem., 
80: 409-415 (1977). 
[96] Breitbart H., Wehbie R. and Lardy H.A., Biochim. Biophys. Acta, 1026: 
57-63 (1990). 
[97] Ernster L., Lee I.Y., Norling B. and Persson B., Eur. J. Biochem., 
9:299-310 (1969) 
[98] Winters R.A., Zukowski J., Ercal N., Matthews R.H. and Spitz D.R., 
Anal. Biochem., 227:- 14-21 (1995). 
[99] Vatassery G."T., Smith W.E., Quach H.T. and Lai J.C.K., Neurochem. 
lnt., 26: 527-535 (1995). 
[100) Smith P.K., Krahn R.I., Hermanson G.T., Mallia A.K., Gartner F.H., 
Provenzano M.D., Fujimoto E.K., Goeke N.M., Olson B.J. and Kleink 
D.C., Anal. Biochem., 150: 76-85 (1985). 
[101] Amann R.P., Hammerstedt R.H. and Veeramachaneni D.N.R., Reprod. 
Fertil. Dev., 5: 361-381 (1993). 
[102] Smith D.G., Sanger P.L.., Mc Cutchan J.F. and Landa C.A., Biol. 
Reprod., 20:377-383 (1979) 
[103] Ballhorn R., Corzett M., Mazrismas J. and Watkins B., Biochemistry, 
91 
30:175-181 (1991) 
[104] Li T-K., Biol. Reprod., 12: 641-646 (1975). 
[105] Den Boer P.J., Mackenbach P. and Grootegoed J.A., J. Reprod. Fertil., 
87: 391-400 (1989). 
[106] Li L, Seddon A.P., Meister A.and Risley M.S., Biol. Reprod., 40: 317-
331 (1989). 
92 
PHGPx lN KAT ~PJ:.KMAlUL.UA DUj 
et al. [17] after cleavage of whole spermatozoa (107 cells/ 
ml) with trypsin [15]. 
Protarnines were prepared from spermatozoa isolated 
from rat epididymal caput and cauda essentially according 
to the method of de Yebra and Oliva [18] , by ornitting 
iodoacetate. The final dry pellet was resuspended in 0.1 M 
acetate buffer (pH 4). Acetic acid-urea electrophoresis of 
the extracted protarnines was performed as reported by Har-
dison and Chalkley [19] . 
Fractionation of Testis 
Rat testis mitochondria were prepared and subfraction-
ated as previously described [6] . Testis nuclei were isolated 
essentially according to Kay and Johnston [20] by means 
of centrifugation (in 2.4 M sucrose at 50 000 X g for l h) 
of the pellet obtained at 700 X g from the testis homoge-
nate. 
Assays 
PHGPx and succinate cytochrome-c reductase activities 
w ere measured at 30°C as described by Mai orino et al. [l] 
and Sottocasa et al. [21], respectively. The DNA content 
was quantified spectrofluorometrically by the method of La-
barca and Paigen [22]. Protein evaluation was performed 
by the bicinchoninic acid method [23]. 
PHGPx solubilization assays were carried out by incu-
bating epididymal spermatozoa (about l 07 cells/ml, 5-min 
incubation with trypsin as described above) and purified 
sperm and testis subcellular fractions (0.1-0.2 mg pro-
tein/ml for rnitochondria; 0.2-0.4 mg protein/ml for nuclei 
and sperm heads) for 30 rnin at 0°C in TBS containing 
increasing amounts of KCI, 2-mercaptoethanol (2-ME), and 
peroxide- and carbonyl-free Triton X-100. The mixtures 
were then spun down (100 000 X g, 20 rnin) and PHGPx 
activity was measured in both the supematant and the sed-
iment. Supematant activity of the contro! (no addition) was 
subtracted from supematant activity of the treated sample, 
and the result was divided by the total activity (supematant 
+ sediment); this value represents, in percentage, the sol-
uble PHGPx. 
The activity of PHGPx toward extracted protamines was 
followed spectrophotometrically in the presence of pure en-
zyme isolated from testis cytosol (about 0.5-1.0 IJ-ffiOl 
NADPH/min per milliliter, purified as described by Roveri 
et al. [24]) by measuring the disappearance of the titratable 
SH (sulfhydryl) groups in the presence of 5,5' -dithio-bis(2-
nitrobenzoic acid) (DTNB) according to the method of 
Ando and Steiner [25]. Pure glutathione peroxidase (GPx; 
Calbiochem, La Jolla, CA; about 0.5-1.0 ~J-mol NADPHI 
min per milliliter) was used as a contro! under the same 
conditions as described above. 
Light and Electron Microscopy 
Irnmunogold microscopy was carried out on isolated tes-
tis tubules and epididymal tissue. Thin slices were fixed 
with 4% paraformaldehyde and 0.2% glutaraldehyde in 0.1 
M phosphate buffer (pH 7.4) for 4 h at 4oC. The slices were 
then washed severa! times with the same phosphate buffer 
and then dehydrated in a graded series of ethanol up to 
absolute (99%) and embedded in Unicryl (British BioCell 
Intemational, Cardiff, UK) as described by Scala et al. [26]. 
Ultrathin sections (150 nm) were cut and mounted on 300-
mesh nickel grids. Each grid was floated for l h at room 
temperature on a 20-~J-1 drop of TBS containing l% fatty 
acid-free BSA (Sigma) and 20% norma! goat serum, and 
then incubated ovemight at 4°C on a drop of anti-PHGPx 
rabbit polyclonal antibody diluted l :50 in TBS containing 
0.1% Tween 20 and 5% normal goat serum. The antiserum 
raised against pig heart PHGPx [4] was purified by affinity 
chromatography against recombinant PHGPxcys46 [27]. Af-
ter severa! washes in TBS containing l% BSA, the grids 
were irnmediately incubated for 2 h at room temperature 
on drops of colloidal gold (l O nm) conjugated to goat anti-
rabbit lgG (BioCell), diluted 1:50 in TBS containing 5% 
normal goat serum, 5% fetal calf serum, 0.1% Tween 20, 
and l% BSA. After six washes in TBS containing l% BSA 
and two washes in distilled water, the gold particles were 
enhanced by treatment with a silver enhancer kit (BioCell). 
Finally, counterstaining was carried out with uranyl acetate 
(7 rnin) and lead citrate (3.5 min). Norma! rabbit serum 
(diluted l :50 in TBS) was used as negative control. 
Purified mitochondria were negatively stained with 2% 
phosphotungstic acid. Electron micrographs were taken us-
ing a Philips (Eindhoven, The Netherlands) 201 electron 
microscope. 
Sperm heads were resuspended in a small amount of 
TBS and photographed by a contrast-phase Light Labolux 
20 microscope (Emst Leitz Wetzlar GmbH, Wetzlar, Ger-
many). 
RESULTS 
Figure l A shows the irnmunochemical localization of 
PHGPx in a rat testis tubule section. The majority of the 
gold spots are present at the leve) of elongated spermatids 
facing the lume n of the tubule ( arrowheads ). Figure l B 
shows the negative contro! obtained with norma! rabbit se-
rum. 
The subsequent approach for screening the PHGPx dis-
tribution outside the testis was accomplished by postem-
bedding immunohistochemical localization on rat sperma-
tozoa in situ in the epididymis. Figure 2 shows typical im-
munogold results, which clearly indicate the presence of 
enzyme within the condensed chromatin on the plasma 
membrane of heads (Fig. 2, A and C) and on the rnito-
chondrial sheath (Fig. 2, A and B) that surrounds the fibers 
in the midpiece of the tail. Severa! gold spots are located 
at the leve! of the boundary membranes of the mitochondria 
(Fig. 2, A and B, arrowheads), thus confirrning the dem-
onstrated location for PHGPx in the testis organelles, where 
it is bound at the contact points between inner and outer 
mitochondrial membranes [6]. Epididymal cells surround-
ing the lumen did not exhibit any positive response to im-
munogold, and no appreciable differences seemed to exist 
in the PHGPx distribution between caput and cauda epidi-
dymidis sections (data not shown). Figure 2D reports the 
negative contro! carried out with norma} rabbit serum. From 
these data we can draw the conclusion that the enzyme is 
present in spermatozoa outside the testis, where they are 
further processed. 
To validate the irnmunochernical data, a biochemical ap-
proach was subsequently utilized: the PHGPx-specific ac-
tivity in the separated sperm subfractions was measured. 
Figure 3A shows a pure head population obtained after 
sperm sonication [14] and a subsequent density gradient 
centrifugation [ 16]. W e extracted the rnidpiece mitochon-
dria by means of strong sonication, as described by Pallini 
[13] for bull spermatozoa, followed by centrifugation in a 
sucrose density gradient. This assures excellent purification 
of a floating mitochondria population. Figure 3B presents 
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FIG. l. A) lmmunogold localization of rat 
testis tubule PHGPx, arrowheads indicat-
ing the gold particles at the level of elon-
gated spermatid facing the lumen; B) neg-
ative contro!. Magnification X4200 (repro-
duced at 68%). Experimental conditions: 
see Materials and Methods. 
an electron micrograph of the purified mitochondria, show-
ing the characteristic "crescent" shape of the isolated or-
ganelle (arrows) and the absence of other contaminating 
structures; the arrowhead indicates the typical assemblage 
of the helical structure, stili maintained for a few mito-
chondria units. 
Table l shows the specific activities of PHGPx, of the 
mitochondrial marker enzyme succinate cytochrome-c re-
ductase, and the DNA content of the starting spermatozoa, 
mitochondria, sperm heads, and soluble material. The high-
est value for the PHGPx-specific activity was exhibited by 
FIG. 2. lmmunogold localization of rat 
epididymis spermatozoa PHGPx. A) Sperm 
head and tai l midpiece; B) tai l midpiece; 
C) sperm head, upper t ip section; D) nega-
tive contro!. Magni fication x 14 000 (A, 
D), Xl 3 000 (B), X46 000 (C) (reproduced 
at 75%). Arrowheads indicate the bound-
ary membranes of midp iece mitochondria. 
Experi menta l conditions: see Materials and 
Methods. 
the isolated mitochondria, which also possess the highest 
succinate cytochrome-c reductase activity. A lower but sig-
nificant activity was present in the heads, which remained 
uncontaminated by mitochondria and contained the highest 
DNNprotein ratio. Soluble PHGPx is also shown; its spe-
cific activity was about one order of magnitude lower than 
in the other fractions. 
Finally, we carried out experiments to characterize the 
binding of the enzyme to sperm and purified structures. 
Ionic strength, reducing thiols, or detergents were not ca-
pable of completely setting free the enzyme on intact sper-
c 
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matozoa. Therefore the enzyme seems to be strongly bound 
or scarcely accessible to the effectors used. Dose-dependent 
behavior for these effectors was also lacking (data not 
shown). 
We subjected the isolated fractions (testis nuclei and mi-
tochondria, sperm heads and rnitochondria) to the same 
treatments, which yielded the results reported in Figure 4. 
The percentage of solubilization obtained clearly indicates 
that for the chromatin-bound PHGPx (Fig. 4A: testis nuclei 
and sperm heads), the effect of KCl and 2-ME-both alone 
and in combination-and Triton X-1 00 was greater in testis 
nuclei than in sperm heads. In the case of mitochondria 
(Fig. 4B), the solubilizing agents were in generai less ef-
fective. The detergent had a certain efficacy for testis or-
ganelles, whereas it was practically inactive toward sperm 
organelles. The effect of ionic strength alone was very low 
for testis mitochondria and absent for sperm mitochondria, 
and only the combined effect of KCl and 2-ME yielded 
some detachment, similar for both mitochondria types. 
To collect experimental evidence concerning the possible 
role of the enzyme in mature spermatozoa, we monitored 
the activity of pure PHGPx toward isolated, reduced rat 
protamines extracted from caput and cauda epididymal 
spermatozoa. Figure 5 presents the electrophoretic pattem 
of the extracted protamines, which were practically free of 
other basic proteins. Figure 6 shows the disappearance of 
the titratable -SH groups of reduced protamines in tbe pres-
ence of added pure PHGPx and bydroperoxide pbospbati-
dylcboline as oxidized substrate. Tbe grapbs clearly indi-
cate tbat tbe thiol-oxidizing activity of PHGPx is statisti-
cally more pronounced toward tbe protamines extracted 
TABLE 1. PHGPx distribution in rat epididymal spermatozoa.• 
Source 
Spermatozoa 
Mitochondria 
Heacls 
Soluble 
PHGPx (nmoles NADPH/m in 
per mg proteins) 
34.80 :!: 14.65 
95.37 + 30.63 
51.72:!:15 .07* 
9.38 :!: 3.62 
' Means ::':. SD of at least 6 different experiments: n.d., not cletectable. 
• p < 0.05 as comparecl to mitochonclria. 
FIG. 3. A) Rat epididymal spermatozoa 
heads. B) Rat epididymal spermatozoa 
midpiece mitochonclria (a rrows); arrow-
heacl inclicates remaining mitochonclria he-
lical assemblage. Magn ificat ion X850 (A); 
X25 000 (8) (rep roclucecl at 68%). Experi -
mental conclitions: see Materials and 
Methods. 
from caput epididymal spermatozoa (Fig. 6, caput) than to-
ward those corning from the cauda (Fig. 6, cauda). The 
activity of the enzyme in the presence of GSH is reported 
for comparison, and the results are similar only in the case 
of caput protarnines (Fig. 6, caput). To evaluate the speci-
ficity of PHGPx activity, pure GPx was used under identica! 
conditions, the only difference being the use of tert-butyl 
hydroperoxide as substrate, and no activity toward either 
cauda or caput protarnines was revealed (data not shown). 
DISCUSSION 
As far as we bave deterrnined, glutathione peroxidase 
activity has been reported to be absent or scarce in mam-
malian sperm [10, 11], whereas it was monitored in mam-
malian seminai plasma [10, 28]. Recently a new, peculiar 
androgen-regulated epididymal secretory glutathione per-
oxidase subgroup has been described on the basis of com-
parison of cDNAs [28]. The transcripts do not contain a 
selenocysteine codon. Although the rat epididymal gluta-
tbione peroxidase belonging to tbis group and the testis 
PHGPx [29] seem to be members of distantly related fam-
ilies (27% sequence identity evaluated by the Intelligenetics 
(Mountain View, CA) FAST DB sequence analysis soft-
ware package), a similar role in sperm protection against 
oxidative damage can be postulated for botb enzymes. On 
the other band, PHGPx in sperm could assume a specific 
role if we consider the importance of Se in spermatogenesis 
[8, 30]. Many years ago, Calvin et al. [31] described as the 
unique sperm selenoprotein a cysteine-rich protein (15-20 
kDa) tbat was localized in rat mitochondrial capsule but 
Succinate cvtochrome-c recluctase 
(nmoles cfmin per mg proteins) 
38.54 :!: 10.29 
137.40 :!: 17.90 
7.81 :!: 2.78 
n.cl. 
DNA 
(mg/mg proteins) 
0.32 ::':. 0.16 
0.07 ::':. 0.01 
3.1 9:!: 0.99 
n.d . 
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FIG. 4. A) Solubilization of PHGPx from isolated testis nuclei and sperm 
heads; B) testis mitochondria and sperm mitochondria. KCI (l M), 2-ME 
(5 mM), Triton X-1 00 (l%). Experimental conditions: see Materia fs and 
Methods. The percentage of the soluble PHGPx activity was calcu lated 
by subtracting from the activity of each sample (mean of 4 different ex-
perimentsi the activity of the corresponding untreated contro! (mean of 
same 4 experiment) and dividing the result by the total recovered activity. 
'P < 0.05, bp < 0.01, and cp < 0.001 o n the basis of Student's t-test for 
each bar as compared to the corresponding contro!; ns: not significant. 
that had an amino acid composition very different from that 
of PHGPx [32]. Recently Behne et al. [33] described, in 
addition to the 20-kDa form, another selenoprotein (34 
kDa) specific to rat sperm and testis that seems to be trans-
formed in vivo in to a 20-kDa protein. At the moment it is 
difficult to define how many 20-kDa selenoproteins are 
present in rat sperm. 
Our results (Fig. 2, Table l) demonstrate, for the first 
time, that PHGPx in the rat reproductive apparatus is pres-
ent not only in testis [5-7] but also in epididymal sper-
matozoa, that is, as far as at the end of their maturation 
pathway, both in the chromatin domain and in the energy-
1 2 
FIG. S. Aceti c acid-urea electrophoresis (8 x l O cm) [15] of extracted 
rat epididyma l spermatozoa protamines. Lanes: l ) cauda epididymidis 
protamines (9 J-lg); 2) caput ep ididym idis protamines (9 J-lg); 3) calf thymus 
histones (3 f.lg). Coomassie brilliant blue R250 sta in . 
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FIG. 6. Thiol-oxidizing activity of pure PHGPx on extracted rat epidid-
ymal spermatozoa protamines in the presence of hydroperoxide phos-
phatidylcholine. The assay conta ined in 1.5 mi : 0.1 M Tris-CI buffer (pH 
7.5 ), 0.2% Triton X-l 00, and, when present, 200 f.ll pure PHGPx, about 
150 f.lg protamines (Pr) or GSH (both corresponding to about 150 nmol 
-SH groups), and 0.014 mM phosphatidylcholine hydroperoxide (pc). The 
mixture was in cubateci a t 3 7°(, an d aliquots were withdrawn a t intervals 
for measurement of the remaining -S H groups at 412 nm in the presence 
of DTNB [16]. Caput: protamines from caput epididymal spermatozoa; 
cauda: protamines from cauda epididymal spermatozoa. Means ::':: SD of 
4 different experiments. *p< 0.001 by Student's t-test, as comparecl both 
to the trace (X) for caucla protamines and to the corresponcling blanks 
(squares, diamonds, sol id triangles, open triangles) monitori ng spontane-
ous or nonspecific -SH oxidation; ns: not significant as compared to the 
corresponding blanks (squares, diamonds, sol id triangles, open triangles). 
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producing mitochondrial apparatus. The specific activities 
of the PHGPx found in spermatozoa subfractions, if com-
pared with those already reported for testis mitochondria 
(108.20 ± 11.95 nmoVmin per milligram protein [6]) and 
nuclei (20.66 ± 9.18 nmoVmin per milligram protein [7]), 
are of the same order, being higher in the epididymal sperm 
heads than in the testis nuclei. We chose two different pro-
tocols in order to prepare heads and mitochondria with a 
high degree of purity and integrity. Spermatozoa midpiece 
mitochondria are in fact known to be quite peculiar in re-
lation to other types of mammalian mitochondria: they pos-
sess an unusua1 shape and assemblage [13, 15, 31, 34]. A 
"capsule" (a keratin-like structure) hardens the outer mem-
brane [34], so that a rather drastic treatment is required for 
their solubilization and purification. We avoided high con-
centrations of thiols [13, 15] because they are responsible 
for sensitive structural alterations and for significant solu-
bilization of PHGPx from the structure to which it is bound 
[35]. 
The data on PHGPx so1ubilization reported in Figure 4 
indicate, in addition, a difference in the way the enzyme 
binds at the leve! of mature spermatozoa heads, where it is 
more firmly bound than in testis nuclei. The notable so1u-
bilization elicited by 2-ME may be linked to the fact that 
this agent, maintaining PHGPx in the reduced form [24], 
probably removes disulfide interaction in the enzyme itself 
or with other groups anchoring it to chromatin structure. In 
the case of epididyma1 spermatozoa, where the cysteine-
rich protamines in the heads are in the disulfide form [36], 
the resulting compactness and resilience of the chromatin 
make the enzyme more tightly bound and resistant to the 
combined effectors and to KCl alone. The nonionic deter-
gent Triton X-100 is ineffective in so1ubilizing sperm head 
PHGPx, whereas more than 20% is released from testis 
nuclei, where about one third of the enzyme was recovered 
bound to the nuclear envelope [7]. Both types of mito-
chondria, in contrast, release PHGPx with difficulty, es-
pecially in the case of the sperm organelles, where only the 
reduction of thiols exhibited a significant effect. These re-
sults cou1d be correlated to the structura1 diversity of the 
subcellular compartments to which the enzyme is bound, 
or could suggest more than a single role for PHGPx due to 
its differing linking strengths. 
The presence in spermatozoa of PHGPx could at first 
glance be justified simply by an enzymatic antioxidant role 
against hydroperoxides. The results obtained with sperm 
protamines (Fig. 6) are, on the other hand, of great interest 
in supporting the hypothesis of an additional specific role 
of PHGPx in regulating the redox status of -SH groups 
other than those of small molecules such as GSH. The cat-
alytic site of the enzyme seems in fact to better recognize 
caput than cauda protamines, presumably on the basis of a 
different conformation of these proteins, or a different -SH 
assemblage and hence accessibility. In the cauda domain, 
in fact, protarnine thiol oxidation and the subsequent chro-
matin condensation of the sperm are to be considered com-
plete [36]. Sin ce thiol oxidation is necessary also for mi-
tochondrial capsule stabilization [8], and the absence of free 
GSH in rat sperm has been reported [11] , we conclude that 
the PHGPx described here may be involved in thiol oxi-
dation of specific protein(s) such as protamines, in addition 
to fulfilling a protective role. From this point of view, the 
hydroperoxides could exert a modulatory function of the 
thiol redox status of the protein(s), which has already been 
reported [37, 38]. In contrast, this kind of function has to 
be ruled out for GPx (which we used as contro!), very likely 
because of the difference in the catalytic site of the en-
zymes already described [39]. We will therefore further in-
vestigate the role of PHGPx in sperm maturation. 
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ABSTRACT 
Mammalian caput and cauda epididymidal spermatozoa ex-
hibit diverse stages of maturation, and their plasma membrane 
shows diverse composition and stability levels, thus enabling 
these spermatozoa to undergo the acrosomal reaction after tran-
sit through the epididymis. As a result, the study of antiperoxi-
dative mechanisms is quite relevant, since epididymal sperma-
tozoa must be properly protected against agents such as reactive 
oxygen species, which can impair the complex maturation pro-
cess. We considered activities of certain enzymes (glutathione 
peroxidase [GPx], phospholipid hydroperoxide glutathione per-
oxidase [PHGPx], glutathione reductase [GR], superoxide dis-
mutase [SOD], and catalase [CAT]) and the vitamin E content in 
isolated rat caput and cauda epididymidal spermatozoa. The re-
sults indicate that caput epididymidal sperm have significantly 
greater PHGPx (3.5x), GPx (2.4x), and SOD (1.7X) activities, 
as well as a greater amount of vitamin E (3.8x). There were no 
detectable differences in the GRand CAT activities of caput and 
cauda epididymidal spermatozoa. The substantial drop in 
PHGPx activity during epididymal transit is discussed in relation 
to an additional function of this enzyme: the use of caput sperm 
protamines as a sulfhydryl substrate. In vitro peroxidation of the 
two sperm populations by the free radica! generator (azo-initi-
ator) 2,2' -azobis(2-amidinopropane) dihydrochloride revealed 
that only about 13% of the vitamin E content of the caput ep-
ididymidal spermatozoa was consumed, which contrasts with 
the greater consumption (about 70%) of the vitamin in cauda 
epididymidal spermatozoa. Selective inhibition of PHGPx, SOD, 
or CAT did not change this picture. The higher susceptibility of 
cauda epididymidal spermatozoa to radicals is discussed in re-
lation to the diverse enzymatic activities, vitamin E content, and 
peroxidative response. These factors are correlated with the dif-
ferent stages of sperm celi maturation, which are character-
ized-from caput to cauda epididymidis-by progressive desta-
bilization of the plasma and acrosomal membranes. 
INTRODUCTION 
Epididymal spermatozoa undergo a rather complex mat-
uration process as they move from caput to cauda. Matu-
ration is principally mediated by the extracellular environ-
ment, given their limited metabolic activity [1]. Epididymal 
sperm are transformed from nonmotile, nonfertile cells into 
potentially fertile cells that are capable, if stimulated, of 
undergoing the acrosomal reaction (see [1-3] for review). 
This transformation mainly involves chemical and physical 
alterations that take piace in the lipid assemblage and com-
positìon of the plasma membrane and the outer acrosomal 
membrane [l, 3, 4- 6]. These changes result in a membrane 
structure that is potentially ready to fuse ("fusogenic" ) but 
is stili prevented from doing so. Epididymal spermatozoa 
are not at this point subjected to peroxidative damage 
caused by exogenous agents such as reactive oxygen sub-
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stances (ROS) and/or neutrophils present in semen [7-9], 
in which there are, however, specific protective mecha-
nisms. This condition does not exc!ude the need for a pro-
tective mechanism against (lipo )peroxidation, which may 
also occur in the epididymal lumen. Protective mechanisms 
are indeed prese n t in the sperm cells [l 0-14] as well as in 
the epididymal flui d [ 15]. ROS production has been studi ed 
in semen and in epididymal spermatozoa [10, 16-19], in 
which the presence of 0 2 - · and H20 2 is partially due to 
mitochondrial activity and, in the case of H20 2, to super-
oxide dismutase [ 10, 18, 19]. These molecules, together 
with exogenous ROS and pro-oxidants, may cause lipid 
peroxidation of sperm cell membranes, damage to the rnid-
piece and axonemal structure, malfunctioning of capacita-
tion and acrosomal reaction, and loss of motility, and may 
ultimately result in infertility. In any event, all the above 
phenomena must be evaluated differently in the two spe-
cific environments (epididymis and seminai plasma), be-
cause of the dissirnilar equilibria between the accumu-
lation of ROS and its depletion by scavenging mechanisms. 
Study of this topic has been more lirnited in epididymal 
sperm cells than in sperm cells in the ejaculate because the 
Jatter are also examined from a clinica! point of view in the 
case of human specimens. Data available for epididymal 
spermatozoa demonstrate that they are equipped with en-
zymatic mechanisms that can dispose of H20 2 and other 
potentially dangerous ROS. Glutathione peroxidase (GPx; 
E.C. 1.11.1.9) [10, 12, 13], glutathione reductase (GR; 
E.C.l.6.4.2) [12], and superoxide dismutase (SOD; E .C . 
1.15.1.1) [11, 12, 20, 21] have been found in epididymal 
spermatozoa, whereas the presence of catalase (CAT; E .C. 
1.11.1.6) is still controversia! [11 , 14, 19, 22-24]. The pres-
ence of reduced and oxidized glutathione (GSH, GSSG) is 
also under debate [10, 12, 25- 27], which thus raises a puz-
zling question concerning the substrate requirement for 
both GPx and GR. Another important enzyme in the field 
of ROS detoxification is the phospholipid hydroperoxide 
glutathione peroxidase (PHGPx; E.C. 1.11.1.19), which we 
recently monitored in epididymal sperm cells [28] after an 
extensive description of its activity in testis [29-31]. In the 
field of nonenzymatic activity capable of inhibiting perox-
idative damage, vitamin E is of primary importance in hy-
drophobic domains. No information is available on the 
amount, localization, and role of this vitamin in mammalian 
spermatozoa, although there are ampie references concern-
ing its possible therapeutic use in mammalian infertility 
[32-34]. 
We present data on the activities of the above-mentioned 
enzymes in isolated rat caput and cauda epididymidal sper-
matozoa, on vitamin E content and distribution, and on vi-
tamin consumption elicited under conditions of native or 
inhibited enzymatic activities by the free radica! generator 
2,2' -azobis(2-amidinopropane) dihydrochloride (AAPH), 
which allows milder and more controlled peroxidative con-
ditions based on the peroxyl radical-induced consumption 
of antioxidants . The oxidation of lipids (LH) in the mem-
brane proceeds schematically by the following mechanism 
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FIG. l . Purified rat epididymal spermatozoa. Ba r = 30 fl.m. 
[35, 36]: 
chain initiation: 
A-N = N-A (AAPH) + 0 2 --7 2 Aoo· + N2 
Aoo· + LH + 0 2 --7 AOOH + Loo· 
chain propagation: 
Loo· + LH --7 LOOH +L. 
L. + 0 2 --7 Loo· 
The generation of lipid peroxyl radicals (LOO') produces 
lipid hydroperoxides (LOOH) and carbon-centered lipid 
radicals (L ·), eventually causing membrane damage. 
The results indicate the existence of different enzymes 
and vitamin E equipment for caput epididymidal sperm as 
compared to cauda, with different behaviors regarding per-
oxidation. 
MATERIAlS ANO METHODS 
lsolation and Fractionation of Epididymal Spermatozoa 
All procedures were carried out at 0-4°C unless other-
wise indicated. Milli-Ro and Milli-Q-grade water (Milli-
pore Co., Bedford, MA) was used for ali media. Ali chem-
icals were of the highest reagent grade and were obtained 
from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). 
Wistar adult rats (3-mo-old, Harlan-Nossan, ltaly) were 
maintained on a 12L: 12D cycle, fed a standard diet (Har-
lan-Nossan, Italy) and tap water ad libitum, and housed 
according to the guidelines of European Community laws. 
They were killed by a guillotine, and the epididymides were 
rapidly removed and placed in a medium containing 0.01 
M Tris-Cl (pH 7.5), 0.12 M NaCl, l mM PMSF, and 0.1 
TABLE l. Enzyme activities in epididymal spermatozoa. 
Sperm source 
Whole epidi dym is 
Caput epididymid is 
Cauda epid idymidis 
* nmol NADPH/min/1 0' ce li s. 
' nmol 0,/min/1 06 cells . 
• U/1 06 cEdi s. 
PHGPx* 
l .58 ::!:: 0.39 
3.32 ::!:: 0.54 
0 .95 ::!:: 0.27" 
GPx* 
4.40 ::!:: 0.88 
8.09 ::!:: 1.03 
3.41 ::!:: 0.38b 
mM desferrioxamine mesylate (desferal) (afterwards indi-
cated as BSPD: buffer-saline-PMSF-desferal). Spermatozoa 
from whole epididymis or from separate caput and cauda 
portions were collected essentially as described in Seligman 
et al. [5] . The fina! sediment was suspended in a small 
amount of BSPD, and the spermatozoa were counted by 
using a hemocytometer with Neubauer ruling (400 squares/ 
mm2) . Further purification was performed by layering the 
suspended sperm cells (about l X 106 cells in lO ml BSPD) 
on 13 ml 1.8 M sucrose in BSPD. The two layers were 
spun down (91 000 X g, swinging bucket rotor, 45 min), 
and the sperm pellet was washed in BSPD (about 3 X 106 
cells/ml ) and centrifuged (4500 X g, 15 min). The fina! 
sediment was suspended in a small amount of BSPD and 
counted. 
Sperm tails and heads from epididymal spermatozoa 
were purified as described by San Augustin and Witman 
[37], after btief sonication. 
Sperm plasma and acrosomal membranes were isolated 
from purified epididymal sperm according to the method of 
Ward et al. [38]. The final pellet was resuspended in a small 
volume of 50 mM Tris-Cl (pH 7.4) containing l mM EDTA 
and O. l mM desferal. 
Assays 
The actlvtty of the following enzymes was measured 
spectrophotometrically in accordance with the cited refer-
ences: PHGPx [39], GPx [40], GR [41], and SOD [42]. 
CAT was assayed with the C1ark oxygen electrode accord-
ing to the method of Del Rio et al. [ 43]. 
Aliquots of purified epididymal spermatozoa, resuspend-
ed and briefly sonicated in BSPD (about 70 x 106 cells/ 
ml), were subjected to peroxidation (20 min, 37°C, under 
ampie stirred air) in the presence of the free-radica! gen-
erator (AAPH) in the range of concentrations indicated in 
the figures. Before treatment with AAPH, certain enzymes 
were inhibited by incubating the sperm suspension with the 
following compounds (15- 30 min at room temperature): 2 
mM NaN3 for inhibiting CAT, 20 mM KCN for SOD, and 
2 mM bromosulfophthalein for PHGPx. One nanomole per 
106 cells of filipin III (from Streptomyces filipinensis) was 
added to render the plasma membrane permeable [44]. 
The vitamin E assay was carried out on the treated sperm 
celi aliquots after lyophilization by repeated pentane ex-
traction and HPLC monitoring (Cl8 column 0.46 X 15 cm: 
System Gold, Beckman Instruments Inc., Fullerton, CA; 
an d spectroftuorometric detector RF-551 : Shimadzu, Kyoto, 
Japan; Ex 286nm, Em 330nm), as already described [45]. 
GSH was assayed on aliquots of purified epididymal 
spermatozoa (about 70 X l 06 cells/ml) by derivatization 
with N-(1-pyrenyl)maleimide (Sigma) and HPLC monitor-
ing (C 18 colurnn 0.46 X 15 cm; spectroftuorometric detec-
GR* Cata lase' SOD' 
1.41 ::!:: 0.18 7.53 ::!:: 1.1 8 0.59::!:: 0.11 
1.49 ::!:: 0.24 8.72 ::!:: 1.60 0.76 ::!:: 0.26 
1.33 ::!:: 0.23" 5.30 ::!:: 2.80° 0.44 ::!:: 0.09' 
' p < 0.0005 , hp< 0.005, 'P< 0.05, "not significant, on the basis of Student's t-test, in comparison to the caput epididymidis spermatozoa corresponding 
values. 
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TABLE 2. Vitamin E content in epididyma l spermatozoa. 
Sperm sou rce 
Whole epid idymis 
Heads 
Tails 
Vitamin E content 
3.4 18 :t 1.220·' 
0.294 :t 0.007' 
1.319 :t 0.035' 
Plasma + acrosomal membrane 35 1.113 :t 8.454" 
Caput epiclidyrn idis 
Cauda epicl iclyrn idis 
' p mole/l 06 cells (or l 06 heads, or l 06 tails). 
" pmole/mg protein . 
8.261 :t 1.788• 
2.175 :t 0.374• < 
' p < 0.0005 on the basis of Student's t-test, in comparison to caput ep-
ididymidal spermatozoa. 
tor RF-55 1, Ex 330nm, Em 380nm) according to the tech-
nique of Winters et al. [ 46]. 
A malondialdehyde (MDA) assay was performed on ali-
quots of purified epididymal sperm (about 40 X 106 cells/ 
ml in the fina! assay volume) according to the method of 
Vatassery et al. [47]. 
The bicinchoninic acid method was used for protein 
evaluation [48]. 
Light Microscopy 
The epididymal sperm suspension in BSPD was photo-
graphed with a contrast-phase Light Labolux 20 microscope 
(Ernst Leitz Wetzlar GmbH, Wetzlar, Germany). 
Statistica / Analysis 
Results are reported as means :t SD of separate exper-
iments (n = 4-12). Differences between caput and cauda 
epididymidal spermatozoa were analyzed using Student's t 
test for paired data; in ali cases, p < 0.05 was selected as 
the minimum criterion for statistically significant differ-
ences. 
RESULTS 
Figure l shows the sperm population obtained from ep-
ididyrnis treated as indicated in Materials and Methods. No 
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cells other than intact spermatozoa could be detected; in 
fact, blood cells contaminating the first sperm sediment 
from squeezed epididymis had been removed on the 1.8 M 
sucrose cushion used for purification. 
Table l reports the specific activities of PHGPx, GPx, 
GR, CAT, and SOD on sperm cells isolated from caput and 
cauda epididyrnidis, expressed as activity over 106 cells. 
There was a significant statistica! difference between caput 
and cauda epididymidal spermatozoa for PHGPx, GPx, and 
SOD: the activity of these enzymes was in fact higher in 
the caput. With regard to GR and CAT, no difference was 
noted between the two sperm types. 
With regard to the presence of glutathione in epididymal 
spermatozoa, which will be discussed later, we found the 
amount of HPLC-detectable GSH to be about 35 pmoV106 
cells, and no appreciable differences were encountered be-
tween caput and cauda epididymidal spermatozoa. The val-
ue was similar (or no greater than one order of magnitude 
for some specimens) to those reported by Ting-Kai Li [25] 
for rabbit, dog, boar, ram, goat, and human sperm cells. 
Table 2 reports the mean values obtained for vitamin E 
content in isolated whole-epididymis spermatozoa, in their 
subcellular fractions (heads, tails, and plasma plus acroso-
mal membrane), and in separated caput and cauda epidi-
dymidal sperm. The vitamin was present, as expected, in 
the membranes of the sperm heads. Its presence in the tail 
could be ascribed to midpiece mitochondria, as demonstrat-
ed by our data already reported [ 45] regarding the vitamin 
E content of rat testis rnitochondrial membranes. The dif-
ference in vitamin content between epididymal caput and 
cauda sperm was statistically significant. 
Figure 2A shows the amount of MDA produced and of 
vitamin E consumed by isolated epididymis spermatozoa 
subjected to controlled peroxidation by the free-radica! gen-
erator AAPH. A 10-mM concentration resulted in the con-
sumption of about 50% of the vitamin E contained in the 
isolated sperm cells. A 50-mM concentration produced a 
leve! of peroxidation resulting in the total loss of vitarnin 
E. Since these experiments were performed in the presence 
of desferal, no Fenton-like reactions had to be taken into 
account. If Fe2+ was used, or if desferal was omitted, a 
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FIG. 2. Vitamin E and MDA content of AAPH-peroxidated A) rat epididymal spermatozoa or B) caput (c ircles) and cauda (squares) epididymiclal 
spermatozoa. Vitarnin E values are expressed as percentage of a nonperoxidated contro!. 
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FIG. 3. VitaminE content of caput (A) and cauda (8) epididymidal sper-
matozoa. Vitamin E values are expressecl as percentage of a nonperoxi-
dated, noninhibited contro!. AAPH: 12 mM; SOD,, PHGPx,, and CAT, 
indicate inhibition of the enzymes in the sampl e. Open bars : vitamin E 
content after enzyme inhibitions; black ba rs: v itamin E conteni aiter per-
oxidation (AAPH ) or after peroxidation plu s enzyme inhibition (SOD, + 
AAPH, PHGPx, + AAPH, CAT, + AAPH). 
more marked vitamin E consumption was noted (data not 
shown). 
Figure 2B shows the different behavior of epididymal 
caput and cauda spermatozoa with regard to MDA accu-
mulation and vitamin E consumption. The graphs clearly 
indicate that the caput sperm population, despite the higher 
MDA production, retained much more vitaminE (up to 30 
mM AAPH) than did cauda spermatozoa. 
Figure 3 shows the mean values of vitamin E consumed 
in epididymal caput and cauda spermatozoa treated with 12 
mM AAPH, under conditions of native enzymatic activity 
and separate inhibition (95-100%) of the SOD, PHGPx, 
and CAT enzymes . The histograms are expressed as per-
centage of vitamin E remaining after treatment, as com-
pared to contro! spermatozoa incubated without AAPH and 
inhibitors . The data clearly indicate that, in addition to the 
higher vitamin E consumption already reported for perox-
idated epididymal cauda spermatozoa (Fig. 2B), none of 
minishing the leve! of vitamin consumption, either in the 
caput population or in the cauda population. 
DISCUSSION 
Mammalian spermatozoa exhibit diffeting characteristics 
as they pass from caput to cauda epididymidis, which lead 
to capability of the mature celi for the acrosome reaction 
when stimulated. Severa! such characteristics have been ex-
tensively described [1, 3, 49, 50] , whereas information is 
scarce or contradictory on the enzymatic protection systems 
and the vitamin E content in epididymal spermatozoa. The 
latter is relevant to the claimed therapeutic benefit of vita-
min E supplements for human sterility_ [33]. Our data on 
the enzymes SOD, GPx, and GR for whole epididymal 
sperm cells generally agree with those already reported 
[10-13, 20, 21 , 51] . With exception of our own data [28], 
no information is available on PHGPx in sperm cells or on 
other enzymatic activities of epididymal caput and cauda 
spermatozoa. Moreover, the presence of catalase in sperm 
cells is stili uncertain [l I, 14, 19, 22-24] and may depend 
on contamination by blood cells. We detected catalase ac-
tivity in purified epididymis sperm celis, and no differences 
were found between caput and cauda populations. Our data 
lie in the wide range of activity values reported for human 
[23], hamster [24], and rabbit [52] spermatozoa. PHGPx, 
GPx, and SOD activity was about 2- to 3-fold higher for 
epididymal caput sperm celis, which are stili immature. The 
data on the presence of GR, GPx, and PHGPx raise the 
question of whether the GSH/GSSG coupling is present in 
mammalian sperm celis. Contradictory data are found on 
this subject. The data range from complete absence [12] to 
highly variable amounts in different specimens [25] . Fur-
.thermore, some authors maintain that the production of 
GSH in spermatogenetic cells is dependent upon Sertoli 
cells and is based on an interaction between different cell 
types [26, 27]. In theory, it would be difficult to explain 
the presence of GSH/GSSG-dependent enzymes in the 
complete absence of this type of substrate, although some 
other thiol-containing molecules may represent alternative 
substrates. The limited amount and sensitivity of the assay 
could explain why it is difficult to evaluate this molecule. 
Our data show that a small amount of GSH is indeed pres-
ent in epididymal rat spermatozoa. 
The significant difference in the specific activity of 
PHGPx found in epididymal caput spermatozoa as com-
pared with cauda (Table l ) deserves additional discussion. 
We demonstrated [28] that PHGPx in rat sperm cells is able 
to draw upon a source of thiols other than GSH; i.e., the 
reduced protamines of the caput sperm. On the other hand, 
this enzyme is unable to catalyze the protamines of cauda 
sperm cells. When one also considers the greater amount 
of the enzyme in epididymal caput sperm cells, it could be 
suggestive of a key function of PHGPx in the oxidation of 
the protamine thiol groups, which is essential in the con-
densation of chromatin. These two phenomena are no lon-
ger present in the cauda [53]. To complete this picture, we 
found that about 60% of the PHGPx was bound to chro-
matin in isolated testis nuclei [31]. The presence and the 
different activity of PHGPx in epididymal spermatozoa can 
therefore provide new perspectives on disulfide bond for-
mation during epididymal transit. 
We have reported the vitamin E content in rat testis mi-
tochondria (0 .603 ± 0.04 nmol/mg proteins) [45]. The pres-
ent data on epididymal spermatozoa and their subfractions 
(Table 2) indicate that the sperm tails contain a considerable 
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amount of the vitamin, thus suggesting that it may be pres-
ent in the rnitochondria even after transformation into the 
midpiece sheath. The vitamin content in the isolated sperm 
heads is explained by its great amount in isolated plasma 
plus acrosomal membranes. Interesting in this regard is the 
fact that there is more of the vitarnin in epididymal caput 
spermatozoa than in cauda spermatozoa, which indicates 
that the vitamin content of the sperm cells decreases as they 
mature. This fact and a sirnilar situation for the specific 
activity of PHGPx (Table l) may suggest a functional dif-
ference in the protection processes offered by PHGPx ac-
tivity and vitarnin E content native to the two different sper-
matozoa populations. 
Other evidence indicates that caput and cauda epididym-
idal spermatozoa respond to peroxidative damage in differ-
ent ways. A valid alternative to Fe2+ and ascorbate as pro-
oxidants [54] is the free-radica! initiator AAPH [35 , 36]. 
The decrease of vitarnin E content induced by AAPH is 
always more marked in cauda epididyrnidal sperm cells 
(Figs. 2B and 3), in which both the vitamin content and the 
PHGPx specific activity are lower than in caput cells. The 
differing MDA production in the two isolated sperm pop-
ulations (Fig. 2B) is rather puzzling; in effect, the lower 
leve! of MDA formation in cauda epididyrnidal sperm cells, 
in which a higher content of unsaturated fatty acids has 
been demonstrated [55], is difficult to explain. Such re-
duced formation could suggest a greater stability (or inac-
cessibility) of the potentially peroxidizable species, despite 
the inferior protective potential (vitarnin E, enzymes) in-
herent in cauda epididyrnidal spermatozoa. PHGPx inhibi-
tion does not additionally affect vitamin E consumption af-
ter peroxidation--either in caput or in cauda sperm cells. 
This result is sirnilar to what we have already reported for 
mitochondrial membranes in rat testis [45]. The same be-
havior is also noted for both SOD and CAT inhibition (Fig. 
3). The entire picture seems to indicate that the endogenous 
increase of ROS (02- , H20 2, and phospholipid hydrope-
roxides, induced by inhibition of SOD, CAT, and PHGPx, 
respectively) does not represent per se an additional factor 
that leads to vitarnin E consumption or that there is still a 
capacity for sustaining damage by ROS-provided that no 
Fe ions are available in the sample medium. 
Our results thus indicate that a stronger protection is 
built up in epididymal caput cells, which are still immature, 
and that this system weakens at the cauda level. This sit-
uation can be correlated with the changes that occur in the 
plasma membrane from caput to cauda, which are charac-
terized by higher polyunsaturated fatty acid and cholesterol 
content, as well as higher asymmetry [l]. The sum total of 
these conditions renders the membranes more susceptible 
to alteration, provided that the "safety device," represented 
by cholesterol and membrane proteins, is removed. The re-
sulting condition of the sperm may be defined as "poten-
tially fusogenic," e.g., potentially capable of undergoing 
the acrosomal reaction. The lower protection capability in-
herent in cauda epididymal sperm cells, which is revealed 
by our data, is consistent with this picture. 
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l.ABSTRACT 
The lipid metabolism in sperm ceiis is important 
both as one of the main sources for energy production and 
for celi structure. The doub)e leaflets of the membrane 
should be considered not simply as a passive lipid film, but 
as a very specialized structure. The complete maturation of 
the sperm celi membrane is attained after testicular lipid 
biosynthetic processes and after passage through the 
epididymis. A special composition of membrane 
phospholipids, rich in polyunsaturated fatty acids (PUF A), 
and the different composition of sperm and immature germ 
celi membrane are described and discussed. 
Testis germ ceiis as weii as epididymal maturing 
spermatozoa are endowed with enzymatic and non-
enzymatic scavenger systems to prevent lipoperoxidative 
damage. Catalase, superoxide dismutase and GSH-
dependent oxidoreductases are present in variable amounts 
in the different developmental stages. Phospholipid 
hydroperoxide GSH peroxidase (PHGPx) activity and alpha 
tochopherol of epididymal spermatozoa are considered in 
detail. Their distribution and roles in caput and cauda 
epididymal sperm ceiis are discussed. 
Seminai plasma also has a highly specialized 
scavenger system that defends the sperm membrane against 
lipoperoxidation and the degree of PUF A insaturation acts 
l 
to achieve the same goal. Systemic predisposition and a 
number of pathologies can lead to an anti-oxidant/pro-
oxidant disequilibrium. Scavengers, such as GSH, can be 
used to treat these cases as they can restore the 
physiological constitution of PUF A in the celi membrane. 
The results of GSH therapy are presented and discussed. 
2. PHOSPHOLIPIDS OF THE SPERM PLASMA 
MEMBRANE: THEIR PHYSIOLOGY AND ROLE 
2.1. Preliminary remarks 
Sperm membranes play a very active 
role in sperm fertilization capacity and in sperm-oocyte 
cross talk, and its biochemical constitution is one of the 
main field of interest in the study of sperm physiology and 
pathology. Spermatozoa are polarized ceiis with 
structuraiiy and functionaiiy distinct domains. The two 
leaflets in the membrane of the cap region, overlying the 
acrosomal vesicle are the domains sensitive to the 
capacitation stimuli (1). When the various steps of 
capacitation bave induced an increase in the fluidity of the 
cap region, a fusogenic process, which possesses already 
the structural premise, starts between this membrane and 
the outer acrosomal vesicle membrane. The fmal event 
consists in the formation of pores that aiiow a dispersion of 
the acrosomal enzymes acrosine and hyaluronidase. A 
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further increase in the fusion process allows the formation 
of mixed pseudovesicles consisting of both the plasma and 
the outer acrosomal membrane. Towards the end of this 
membrane fusion, clearly shown in animai models but only 
partly confirmed in humans, spermatozoa can penetrate the 
zona pellucida. Current theories of membrane fusion 
suggest that membrane fluidity is a prerequisite for norma! 
celi functions and that the fluidity and flexibility of celi 
membranes are mainly dependent on their lipid 
constitution. In order to better elucidate this topic, early 
analyses of sperm lipids were carried out by pioneer studi es 
of semen biochemistry that showed, in mammalian and non 
mammalian spermatozoa, the presence of neutra! fatty 
acids, cholesterol, phospholipids (mainly lecithin, cephalin 
and sphingomielin) and glycolipids (2-6). Authors also 
showed that the oxidative metabolism of endogenous fatty 
acids of up to two-carbon acyl-fragments could be 
particularly active in the epididymis. This is due to the high 
concentration of carnitine and acetylcarnitine that facilitate 
the passage of fatty acids into mitochondria, the site of 
beta-oxidation. A great attention has been dedicated in 
recent years, in the field of the lipids, to the role of 
cholesterol in the fusogenic events leading to capacitation. 
Cholesterol can reduce the insertion of proteins into plasma 
membrane phospholipids (7). Moreover, it has been 
demonstrated that cholesterol can inhibit the latera! motility 
of proteic receptors, modulating their activity an d changing 
their conformation (8). This is also supported by the fact 
that the removal of cholesterol triggers membrane 
destabilization and allows protein migration, which is the 
basis of capacitation an d the acro some reaction (l). During 
the in vitro capacitation process, cholesterol concentration 
is reduced mainly in the plasma membrane of the 
acrosomal cap (1, 8). Albumin, which is one of the most 
widely investigated sterol acceptors that can promote efflux 
of cholesterol from the sperm plasma membrane, is 
considered to be one of the majors capacitating substances 
(9). The subsequent increase in membrane fluidity allows 
the migration ofthe receptors to the equatorial region. This 
migration or shedding of glyco-lipo-proteic components of 
the acrosomal membrane has been clearly shown in guinea 
pigs (10, 11). This has also been proposed recently for 
human spermatozoa using antisperm antibodies as probes 
of the membrane antigenic change during capacitation 
events. (12, 13). The last step is the triggering of the 
molecular signals that activate acrosome reactions, which 
involves many second messenger pathways. Furthermore, 
analysis of the lipid composition of sperm celi membranes 
has shown that phospholipids are the most representative 
lipid fraction and, of these, phosphatidylcholine and 
phosphatidylethanolamine are the major components (14, 
15). A significant proportion ofthe phospholipid in sperm 
membranes is in the form of plasmalogen. This is quite a 
distinct group of aldehydogenic phosphatidyl lipids that 
contain one fatty acid esterified with glycerol and an 
unsaturated ester with a long carbon chain (C-20; C-24). 
The hydrolysis of plasmalogen yields a fatty aldehyde and 
a fatty acid. The exact role of these particular lipids is not 
completely known. However, it is interesting to note that a 
similar membrane lipid constitution has been described in 
cells of the nervous system (16), i.e. other cells in which 
membrane transduction signals and celi to celi interaction 
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are fundamental to physiological functions. In this 
connection, it has recently been proposed that radica! 
molecules may be considered as intracellular second 
messengers, transducing the signals from the outer to the 
inner leaflet of the membrane ( 17). 
2.2. The polyunsaturated fatty acids 
The analysis of the fatty acid pattem of membrane 
phospholipids and plasmalogen has shown the presence of 
significant amounts of polyunsaturated acids. PUF A are 
known to contribute to membrane fluidity and flexibility (18-
20). The fatty acid composition of celi membranes regulates 
the activity of different lipid dependent membrane-bound 
enzymes, again including the second messenger systems and 
membrane resistance to physical and chemical stress. In ram 
sperm membrane an asymmetric transversal distribution of 
phospholipids has been demonstrated with 
aminophospholipids preferentially located in the inner leaflet 
and choline-containing phospholipids in the outer. In this 
connection, the presence of an aminophospholipid translocase 
in the membrane and fluorescence study results suggest a 
transbilayer movement of phospholipids and the importance of 
their transversal segregation in the fusion process during 
fertilization (l, 21 ). 
The three families of PUF A are classified according 
to the distance of the frrst double bond to the methyl terminai, 
i.e. n-3, n-6 and n-9. Alpha-linolenic acid (C18:3 n-3), linoleic 
acid (C18:3 n-6) and oleic acid (C18:1 n-9) are the parent fatty 
acids of the different families. Long chain PUF A in celi 
membrane phospholipids derive from the metabolism of the 
essential linoleic acid (C18:2 n-6) and alpha-linolenic acid 
(Cl8:3 n-3). These di-unsaturated fatty acids are normally 
assumed via the norma! diet and are converted into their long 
chain derivatives by a series of elongation and desaturation. 
This metabolism takes piace mainly in the liver as desaturase 
activity has been detected almost exclusively in this organ. 
Delta-6-desaturase is considered a rate-limiting enzyme. The 
lipid composition of hepatic microsomes and the presence of 
vitamin E an d seleniurn, which could act as co-factors of this 
enzyme (22), probably regulate its activity. Furthermore, 
PUF A are the precursors of prostaglandins and leukotrienes, 
important factors in both sperm motility and inflarnmatory 
processes. In particular, prostaglandin E and 19-0H PGE have 
been shown to be related to sperm motility. The defmitive lipid 
pattem of ejaculated spermatozoa is reached only after 
epididymal maturation. This was frrst demonstrated with ram 
testicular and ejaculated sperrn, which showed different lipid 
pattems (23, 24). A complete rearrangement ofthe pre-existing 
membrane structure during the sperm passage through the 
epididymis, both for proteins and lipids, has been shown in 
rams (25), guinea pigs (10, 26) and rats (1, 27, 28). It is 
conceivable that, in humans too, biomembrane fluidity can 
increase para!! el with the increase of the degree of unsaturation 
(associated with the fatty acyl component of phospholipids) 
when sperm pass from the caput to the cauda of the 
epididymis. This would indicate an active lipid metabolism of 
the spermatozoa 
2.3. PUFA sperm membrane composition 
By means of combined gas chromatography mass 
spectrometry (29) we studi ed the PUF A membrane 
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constitution in human ejaculated spennatozoa. 
Spennatozoa were examined after washing. High levels of 
PUF A were detected higher than those detected in blood 
serum phospholipids. This higher percentage of PUF A has 
already been noted in humans (30, 31) and also in 
mammalian spennatozoa by other Authors (see 15), but 
without a proposed relation with spenn fertilizing ability. 
However, significant differences in the percentage have 
b-een observed depending on the type of the diet and, in 
animals, on the season. These unusual findings suggest an 
active fatty acid metabolism and desaturation either during 
spennatogenesis or during epididymal spenn maturation. 
W e studi ed for this purpose, by means of an ad 
hoc modified Percoll gradient (32), spenn populations and 
immature genn cells (IGC) present in the semen of the 
same subjects. In whole spennatozoa we found that the 
percentage of saturated fatty acids was around 50%, 
palmitic (C16: O) and stearic acids (C18: O) being the most 
representative. Oleic acid (C18:1 n-9) was the principal 
monounsaturated fatty acid and both the essential fatty 
acids linoleic (C18:2 n-6) and linolenic acid (Cl8:3 n-3) 
were present. The concentration of the oleic acid resulted 
significantly higher. Among the metabolites deriving from 
the desaturase activity, detectable concentrations were 
observed of C 20:3, C20:4 and C22:4 (belonging from n-6 
series) and of C20:5 and C22:6 (from n-3 series). The total 
percentage of these PUF A was around 30% and among 
these n-6 PUFA represented 1/3 and n-3 series 2/3. 
Docohexaenoic acid (DHA, C22:6 n-3) was the most 
representative among the PUF A. Significant differences 
were found in the percentage distribution of fatty acids in 
the spenn populations and IGC separated on Percoll 
gradient. In the spenn populations, the percentage of 
saturated fatty acids was not significantly modified, 
whereas in the unsaturated fatty acids a significant 
rearrangement was observed. Evaluating linoleic acid 
(Cl8:2 n-6) and alpha-linolenic acid (Cl8:3 n-3), the 
percentage of these essential fatty acids, decreased in the 
different Percoll fractions. The percentage of C20:3 n-6, 
among the desaturase metabolites ofthe n-6 series, was not 
significantly modified in the different Percoll fractions. The 
percentage of C20:4 n-6 progressively decreased and this 
decrease was associated with an increase of C22:4 n-6. On 
the contrary, the desaturase metabolites of the n-3 series 
detected, C20:5 and C22:6 n-3, progressively increased in 
the higher Percoll-concentrated layers. Evaluating linoleic 
acid (Cl8:2 n-6) and alpha-linolenic acid (C18:3 n-3), a 
significant inverse correlation with the Percoll gradient 
concentrations was observed. A direct linear correlation 
was found, on the contrary, between the increase of DHA 
and those of the Percoll gradient. The high percentage of 
C22:6 n-3 correlates well with the morphology of the 
spermatozoa An inverse relationship was observed in fact 
between the percentage of atypical fonns scored in each 
layer and the percentages of C22:6 n-3 evaluated in the 
same layers. The best morphological pattem corresponds to 
the highest content of this polyunsaturated fatty acid. In 
comparison with the pattem of mature cells, significant 
differences were found in the IGC isolated by the second 
Percoll gradient. As in spenn cells, the saturated fatty acids 
were mainly represented by Cl6:0 and Cl8:0, but the 
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percentage related to the total fatty acids analyzed was 
significantly higher. Monounsaturated fatty acids were 
composed of Cl6:1 n-7 and Cl8:1 n-9 and the percentage 
of linoleic acid (Cl8:2 n-6) and of alpha-linolenic acid 
(Cl8:3 n-3) were significantly higher than in mature spenn 
cells. Among the desaturase metabolites, on the_ contrary, 
n-6 PUF A and n-3 PUF A were significantly ' lower in 
comparison with those observed in mature spenn cells. Di-
homo gamma-linolenic acid (C20:3 n-6), arachidonic acid 
(C20:4 n-6) and docosahexaenoic acid (C22:6 n-3) were 
the most represented PUF As, but they were present at 
lower percentages if compared to mature spenn cells. 
These results show that human germ celi line have an 
active Iipid metabolism which produces a rearrangement of 
the constitution of the fatty acids, causing an elongation 
and desaturation of the essential fatty acids during the 
spermatogenesis and possibly also during sperm maturation 
process (33). 
The high percentage of unsaturated 
PUF A in the membrane of mature and morphologically 
norma! sperm could indicate Plat spermatozoa are 
extremely sensitive to extemal stimuli. The fertilizing 
function of spennatozoa could explain why this celi is 
provided with a fragile, but very active membrane that can 
easily be destabilized and activated. This high unsaturation 
of PUF A could al so provi de a biochemical confirmation of 
the essential role of the sperm plasma membrane in the 
fertiliiation process. It is worth stressing that similar 
percentages of PUF A, and in particular of C22:6 n-3, are 
detectable in the membranes of nerve cells or cells derived 
from the neural crest, such as melanocytes (34). 
It is interesting to note, in this 
connection, that rats fed with an essential fatty acid 
deficient diet can show (together with decreased levels of 
PUF A in both red blood cells and serum) a degeneration of 
the seminiferous tubules, a progressive decrease in 
germinai cells and an absence of spermatozoa in the lumina 
of the seminiferous tubules and epididymis (35). These 
alterations and the subsequent infertility are related to the 
marked reduction in the leve! of arachidonic acid of the 
total fatty aci d content of the testi s. 
An alteration in the PUF A constitution 
of the plasma membrane can be postulated as a common 
base for sperm pathology in many andrological diseases 
(varicocele, germ free genital tract inflammation) and can 
explain the membrane's increased vulnerability after 
exposure to reproductive toxic compounds. PUF A are in 
fact one of the main targets of free radica! damage and an 
inverse relationship between lipid peroxides and sperm 
motility has been clearly demonstrated (36) in vivo and in 
vitro. 
3. ENZYMATIC AND 
SCAVENGER SYSTEMS 
LIPOPEROXIDATION 
3.1. Preliminary remarks 
NON-ENZYMATIC 
AND SPERM 
Reactive oxygen species (ROS) are chemical 
species, endowed with an unpaired electron, which reacts 
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Figure l. Scheme of lipid peroxidative and scavenging reactions. 
promptly with both other free radicals and non-radica! 
molecules, thus triggering a spreading radica! reactions 
sequence (37). The figure l summarizes the main 
peroxidative reactions on PUF A, the glutathione-dependent 
enzymatic scavenger mechanism and a non-enzymatic one, 
based on vitamine E and C. A recent review by Ochsendorf 
(38) illustrates exhaustively the up-to-date state of the art 
on the ROS and the male genital tract. 
The single electron reduction, with the 
consequent generation of the superoxide anion radica!, 
hydrogen peroxide and the hydroxyl radica!, is more 
frequent than the two-electron reduction, owing to their 
parallel electron spin arrangements. ROS are very unstable 
in biologica! materia!: they are highly reactive and the 
hydroxyl radica! is considered the most powerful. It can 
cause effective biologica! damage only if generated in close 
proximity to a potential target molecule or directly at the 
criticai cellular target site. Hydroxyl radicals are generated 
for example during the respiratory burst of neutrophils and 
macrophages and are the cytotoxic products of the less 
toxic superoxide anion radicals and hydrogen peroxide. 
Degradation of lipid hydroperoxides by the reaction with 
superoxide anion radicals or the reaction of hydrogen 
peroxides with transition metals leads to the generation of 
hydroxyl radicals too. Superoxide anion radicals are also 
generated in mitochondria in normal conditions. Increased 
production can occur during altered electron transport of 
mitochondria, microsomes and plasma membranes, as in 
the case of tissue hypoxia-ischemia. In the micro-
environment of celi membranes, the formation of 
hydroperoxides from superoxide anion radicals is favored. 
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The hydroperoxyl radica!, which is a more 
powerful oxidant, may be the predominant form of 
superoxide anion in phospholipid membranes and it is able 
to peroxide PUF A, thus initiating a chain reaction. 
Hydrogen peroxide is the most stable 
intermediate of oxygen reduction. It is generated during the 
univalent reduction of oxygen mainly by the 
xanthine/xanthine oxidase system. For this reason, sperm 
damage can be induced in vitro by pentoxifilline or other 
xanthines if these substances are added to the culture media 
without due attention to sperm characteristics, time of 
incubation and concentration. In addition, different cells 
involved in the inflammatory processes can produce 
hydrogen peroxide and it crosses intra and extra-cellular 
membranes almost as freely as water. Hydrogen peroxide is 
cytotoxic and a weak oxidant agent, which in the presence 
of transitional metals such as iron or copper produces 
hydroxyl radicals by the Fenton reaction. 
It should be pointed out, however, that there is a 
growing body of evidence indicating that low amounts of 
ROS are responsible for the physiological contro! of some 
sperm functions (39, 40). 
3.2. Enzymatic and non-enzymatic scavenger systems 
in spermatozoa 
The levels of peroxidable substances, such as 
PUF A, and the levels and the activity of the free radica! 
scavenger systems generally regulate cellular homeostasis. 
Therefore, an oxidative stress can be defined as any 
disturbance of the balance between pro-oxidants and anti-
oxidants, with the former prevailing. 
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Table l. Specific activities in rat epididymal spermatozoa 
Sperm source SOD CAT GR PHGPx GPx 
Wholeepidid 0.59±0.11 7.54±1.18 1.40±0.18 1.58±0.39 4.40±0.88 
Caput epidid 0.76±0.26 8.72±1.60 1.49±0.24 3.32±0.53 8.09±1.02 
Cauda epidid 0.44±0.09° 5.30±2.80d 1.33±0.23d 0.95±0.27" 3.41±0.38b 
mean ± SD of 5-10 separate measurements, * nmol NADPH/min.I06 cells, + nmol 0 2/min.I06 cells, 0 UII06 cells, "p<0.0005, 
bp<0.005, cp<0.05, dnot significant, in comparison to the caput epididymis spermatozoa corresponding value 
Table 2. Solubilization (%)• ofPHGPx from rat testis cells and spermatozoa 
KCI 2-ME KCL + 2-ME Triton xlOO 
Whole testis nuclei 48" 33" 74" 22 
Sperm heads O 23b 27" O 
Whole testis mitoch. 5c 3d 19b 22b 
Sperm mitochondria O 18b 21b 3d 
ratio (%) of soluble PHGPx activity (mean of 5 experiments) over total (soluble + bound) PHGPx actvity (mean of 5 
experiments); controls: untreated samples, "p<O.OOI, bp<O.Ol, cp<0.05, dnot significant, as compared to the untreated samples 
The studies of the processes resulting from the 
action of these two competing agents hold a paramount 
relevance over the complex sequence of events from the 
spermatogenesis to the sperm-oocyte fusion. The 
mammalian testis metabolism aimed to the proper defense 
mechanism against the (lipo )peroxidative stresses has been 
considered over many years (41, 42) by examinating both 
the enzymatic and non-enzymatic scavenging systems 
capable of assuring a correct spermatogenesis and 
spermiogenesis. Enzymatic activities have been considered 
( catalase, superoxide dismutase, peroxidases ), as w eli as 
the presence of molecules (tochopherol, ascorbate, 
carotenoids, quinones, GSH) and elements such as 
selenium. Se deficiency has long been recognized as one of 
the major impairing factors of physiological male germ 
cells maturation (41, 43-47). Se-dependent proteins and/or 
enzymes have therefore been actively considered and 
characterized in mammalian reproductive tract ( 48, 49). 
Details concerning testis oxidative stress mechanisms and 
defense lie outside the subject discussed here. We will 
therefore consider some aspects of these phenomena, based 
on the above mentioned scavenger molecules on the rat 
spermatozoa, on the basis of the most recent experimental 
data and knowledge. 
3.2.1. Enzymatic scavenger systems 
The transit of mammalian spermatozoa from 
caput to cauda epididymis is a sequence of rather complex 
maturation processes, mainly mediated by the epididymal 
environment. The ultimate result is the transformation of a 
non-motile, non-fertile celi into a potentially fertile one. Ali 
these transformations chiefly involve chemical and physical 
modifications of the lipid assemblage of the plasma and 
outer acrosomal membrane (1, 50-53). These changes 
produce a membrane architecture that, as already noted, is 
potentially able to fuse ("fusogenic"), but is stili prevented 
from doing so. Maturing spermatozoa therefore need 
specific mechanisms to protect themselves against 
peroxidative damage of the PUFA-rich membranes and 
ultimately of the functions regulated by them. Human 
spermatozoa exhibit both spontaneous lipoperoxidation 
(54) and a well balanced antiperoxidative capacity just 
sufficient to accomplish fertilization (55). J.!M H20 2 
produced in vitro on human spermatozoa appears to be the 
5 
most toxic ROS owing to its capacity to cross membranes, 
to inhibit glucose 6P dehydrogenase, GPx, SOD and to 
decrease PUFA concentration (56). Data available for 
epididymal sperm cells indicate that they are equipped with 
enzymatic activities, which can dispose of H20 2 and other 
potentially harmful ROS. Superoxide dismutase (SOD, 
E.C. 1.15.1.1}, GSH peroxidase (GPx, E.C.l.ll.l.9, 
referred to as GPx1 or. the "classica!" Se-enzyme GPx, 
tetrameric) and GSH reductase (GR, E.C. 1.6.4.2) are 
reported to be certainly present in epididymal spermatozoa 
(see 57 for a survey). The catalase (CAT, E.C. 1.11.1.6) 
activity is, on the contrary, stili a matter of debate (58-62), 
presumably owing to the different degree of purity of the 
sperm cells preparation. Phospholipid hydroperoxide GSH 
peroxidase (PHGPx, E.C. 1.11.1.19, referred as GPx4, the 
20 kDa monomeric form of the Se-enzymes GPxs) (63) 
was recently monitored for the first time by us in 
epididymal sperm cells (64). PHGPx specifically reduces 
in situ the phospholipid hydroperoxides, which can be 
produced by ROS actions, into the harmless corresponding 
alcohols, thus interrupting the radica! cascade leading to 
deeper membrane alterations. 
Table l reports the indicated enzymatic activities 
in pure isolated epididymal spermatozoa (57). There is a 
significant statistica! difference between caput and cauda 
epididymal sperm cells for PHGPx, GPx and SOD, which 
display activities about 2-3 fold higher in the caput sperms. 
The binding of PHGPx to the different 
epididymal sperm celi subfraction was tested by us and 
compared with similar data collected for whole testis nuclei 
and mitochondria (64, 65). Table 2 reports the values, 
expressed as percentages of solubilized PHGPx activity, 
obtained from whole testis isolated nuclei and 
mitochondria, and from purified sperm heads and 
mitochondria. The agents used were ionic strength (IM 
KCI), a thiol-reducing agent (5mM 2 mercaptoethanol: 2-. 
ME) and a non-ionic detergent (1% Triton X-100). 
These data indicate substantial differences in 
the way the enzyme is bound to the mitochondrial 
membranes and the chromatin structure of the germ cells or 
to the maturing spermatozoa. PHGPx is generally more 
Lipoperoxidative damage in spermatozoa 
finnly bound to mitochondria, irrespective of their very 
different structure and assembly, and better anchored to 
spenn head chromatin thàn to testis cells' nuclei. The thiol 
groups reducing compound 2-ME and, more, its effect 
combined with the ionic strength elicit the highest 
detachment in ali the subcellular domains. The 
solubilization produced by 2-ME may be linked to the fact 
that, \Yhile maintaining PHGPx in the reduced fonn, it 
probably removes disulfide interaction in the enzyme itself 
or with other groups anchoring it, e.g., to chromatin 
structure, where 2-ME is indeed more effective. The non-
ionic detergent, whose main target is the membrane 
structure, is ineffective when the membranes are assembled 
in more complicated ways (spenn head, spenn mid-piece 
mitochondria), than in simpler cells (testis nuclei, testis 
mitochondria). 
The presence and distribution in testis cells and 
spennatozoa of PHGPx, among other enzymes, seems to be 
quite relevant for a number of different reasons. It is 
remarkable that the testis exhibits the highest specific 
activity ofPHGPx so far monitored in severa! tissues: up to 
two orders of magnitude higher than that of, e. g., brain or 
liver (66, 67). The enzyme activity in testis is moreover 
gonadotropin-dependent, and expressed in testis only after 
puberty (66, 68, 69). Recent results suggest additional roles 
for PHGPx other than the established antioxidant function. 
In different somatic cells PHGPx is, in fact, involved in 
inactivation of 5-lipoxygenase by lowering of the leve! of 
the fatty acid hydroperoxides required for the full 
functioning ofthe lipoxygenase, thus resulting ultimately in 
a modulation of leukotrienes (70, 71). A similar 
phenomenon has been demonstrated for purified 15-
lipoxygenase (72). In this new and open context we have 
recently collected results on the distribution and functions 
of PHGPx in rat testis cells, spennatozoa and their 
subfractions, on the basis of both enzymatic and 
immunochemical approaches. Data obtained clearly 
indicate that the enzyme presence begins in testis 
spermatocytes, both in mitochondrial membranes and in the 
nucleus, where it is for the major part firmly bound (65, 
67). The PHGPx activity persists, although at different 
degrees, during the following phases of the spermiogenesis 
and of the maturative process of the spermatozoa in the 
epididymal transit (table 1). The major localizations are 
stili the mitochondria (including those, transformed into the 
peculiar crescent shape, which surround the sperm celi 
mid-piece ), the high condensed chromatin of the head of 
the spermatozoa, and the acrosomal membranes since their 
formation in the round spermatides (64). The intriguing 
novelty in the functional ambit concems the ability of 
PHGPx to oxidize thiol groups other than that of GSH or 
other small molecules. W e demonstrated, in fact, that the 
enzyme specifically oxidizes the reduced -SH groups of 
isolated epididymal caput sperm protamine (64). This result 
is of great interest, if we consider that the hystones are 
progressively substituted during the spermiogenesis by the 
unique sperm-proteins protamines. In mammals these 
proteins are rich in cysteine residues, whose oxidation is 
crociai for the correct assembly and condensation of the 
mature sperm celi chromatin (73). The protamine-
dependent compactness and resilience of the DNA make it 
particularly resistant to DNase action, thus protecting it 
unti! the proper. enzymatic events allow the decondensation 
and the fusion with the oocyte DNA. From this point of 
view the selective PHGPx activity towards the caput 
protamines thiols constitutes an exciting new starting point 
for an additional regulatory function. If one considers (table 
l) the greater amount of the enzyme in epididymal caput 
spennatozoa, it could be conceivable to envisage a key 
function ofPHGPx in the oxidation ofthe caput protamines 
thiol groups. The disulfide bond formation and the 
chromatin condensation are already concluded in the cauda 
epididymis, and this could well correlate with the parallel 
decrease ofPHGPx activity there (table 1). 
On the whole these new roles can be viewed as 
a wider capability of the enzyme to modulate a "peroxide 
tone" via the regulation of the status of endogenous 
hydroperoxides and endogenous thiol-bearing molecules, as 
already envisaged by some Authors (71, 74), also for the 
DNA compaction mechanism (75). 
The very recent additional function of PHGPx, 
in the midpiece mitochondria of the mature rat 
spermatozoa, seems to be that of a structural molecule, -as 
an enzymatically inactive, oxidatively cross-linked, 
insoluble protein (76). This new role may explain the Se-
deficiency-dependent alterations of spermatozoa. 
3.2.2. Non-enzymatic scavenger systems 
Close to the enzymatic activities, of which 
PHGPx is of course not the only one to be considered, non-
enzymatic systems are to be examined in strict connection. 
The couple GSH/GSSG is, e. g., one ofthe most 
important non-enzymatic molecules, at least if one 
considers the presence of the above mentioned GSH-
dependent enzymes. Some Authors indicate that the 
production of GSH in spermatogenic cells is dependent 
upon Sertoli cells and is based on the interaction between 
different celi types (77, 78). The amount of GSH sperm 
cells is contradictory referred to in literature: the data range 
from complete absence (79) to highly variable amounts in 
different specimen (80). In principle, the presence of GSH 
in sperm cells should be expected, although for PHGPx 
some other thiol-containing substrates may exist. The 
limited amount of GSH, the sensitivity and accuracy of the 
assay and the purity ofthe sperm celi preparations are once 
more the main reasons which can explain the discrepancies 
in the detection. Our data (57) indicate in rat a value of 
about 35 pmol GSH/106 sperm cells, without appreciable 
differences between caput and cauda epididymis 
spermatozoa. The value is similar to those reported for 
goat, rabbit, ram, dog, boar and human specimens (80). The 
reducing equivalents necessary for regeneration of GSH by 
GR are provided by NADPH and glucose 6P 
dehydrogenase activity, which has been demonstrated to be 
the limiting step in the overall reductive pathway (81). 
Alpha-tochopherol and ascorbate are two other 
fundamental scavenger molecules capable of interrupting 
the radica! propagation. The lipophylic nature of 
tochopherol and the water solubility of ascorbate therefore 
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Table 3. alpha-tochopherol content in rat epididymal 
spermatozoa 
Whole epididymis spermatozoa 
IJ Heads 
IJ Tails 
IJ Plasma and acrosomal 
membranes 
Caput epididymis spermatozoa 
Cauda epididymis spermatozoa 
alpha-tochopherol 
content 
3.418±1.220" 
0.924±0.007" 
1.319±0.035" 
351.115±8.355b 
8.261 ±l. 786" 
2.175±0.3 75a.c 
mean ± SD of 3-12 separate measurements (HPLC and 
fluorometric detection), "pmoles/106 cells (or 106 heads, or 
106 tails), bpmoles/mg protein, 0p<0.0005, in comparison to 
caput epididymal spermatozoa 
provide protection in ali the celiular domains. The two 
vitamins can, moreover, mutually interact, the being 
capable to regenerating the ROS-oxidated tochopheryl 
radica!. 
If one skims through the literature, it seems, 
however, that for vitamin E there have been privileged 
studies on its possible therapeutic use in mammalian 
infertility (82, 83), rather than studies concerning its 
physiological presence, distribution and role in germ celis 
and spermatozoa. We coliected data concerning the 
presence of vitamin E in rat testis mitochondria and rat 
epididymal spermatozoa. The aim of these studies was to 
fili a gap, to examine vitamin consumption by peroxidation 
of membranes, and to establish whether alpha-tochopherol 
co-operates with the enzyme PHGPx. This possibility is 
based on the fact that the membrane hydroperoxides can be 
reduced by PHGPx: this interrupts a radica! reaction 
cascade with the result of possibly sparing the vitamin E 
(for details see 84, 85). 
Mitochondrial membranes of testis celis are 
richly endowed with alpha-tochopherol. The amount of 
vitamin in isolated, intact mitochondria of 12-14 weeks old 
rat testes is 0.603±0.04 nmollmg proteins (85), a value 
which is three times higher than that, e.g., in liver 
mitochondria. In immature rat testes (4 weeks old) there are 
0.694±0.07 nmollmg proteins (85). This is in some way 
interesting, if one considers that PHGPx is absent in 
immature rat testes ( 66). This suggests that the testis 
antiperoxidative mechanism based on alpha-tochopherol 
has to be considered comparable before and after puberty, 
contrary to the mechanism based on phosholipid 
hydroperoxides elimination catalyzed by PHGPx. 
Table 3 reports the content and distribution of 
alpha-tochopherol in isolated rat epididymal spermatozoa. 
The vitamin is present, at the head leve!, in the plasma and 
acrosomal membrane, and its localization in the tails can be 
attributed to the mid-piece mitochondria. This indicates 
continuity in the existence of this scavenger from the germ 
celis to the maturing spermatozoa. More interesting from 
the point of view of epididymal maturati ve processes is the 
finding that cauda spermatozoa contain only about 25% of 
vitamin E in comparison to the caput sperm cells. 
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3.2.3. Perspective 
The alpha-tochopherol distribution has to be 
compared with the similar situation of the enzymes 
PHGPx, GPx and SOD. This does not appear to be a 
coincidence, and deserves further consideration. It is clear 
that our results indicate that stronger endogenous 
protective equipment (enzymes and tochopherol) is built 
up in epididymal caput spermatozoa, which are stili 
immature, and that this equipment weakens at the cauda 
leve!, where the sperm cells are mature. This could appear 
strange at first glance: but, it suggests a functional 
difference in the protective processes in the two 
spermatozoa populations. In this framework other evidence 
indicates, moreover, that caput and cauda sperm celis react 
differently to peroxidative damage (57): the resulting 
decrease in vitamin E is, in fact, always more marked in 
cauda epididymal spermatozoa, where both PHGPx, GPx 
and SOD activities and alpha-tochopherol content are lower 
than in caput. · 
As far as the putative synergism between 
PHGPx and alpha-tochopherol is concerned, our data (57, 
85) indicate that neither in testis mitochondria nor in the 
epididymal spermatozoa is the enzymatic activity able to 
spare the vitamin. This suggests, therefore, that the two 
systems are metabolically and probably spatially 
independent. 
Ali these results can be correlated with the 
already mentioned (l) changes, which occur in the sperm 
celis plasma and acrosomal membranes during the passage 
from caput to cauda epididymis (higher PUF A an d 
cholesterol content, higher asymmetry). The sum total of 
these conditions renders the membranes more susceptible 
to alterations, provided that the so-called "safety device" 
(1), represented by cholesterol and membrane proteins, is 
removed. But this event is far from physiologically 
probable inside the epididymal lumen. The situation of the 
cauda epididymal spermatozoa can thus be defined as 
"potentially fusogenic" or potentially capable of 
undergoing acrosomal reaction (1, 86). Ìhe lower 
protective equipment inherent in cauda epididymal sperm 
cells can to be looked at in line with this picture. In the 
cauda dòmain the main endogenous scavenger systems are 
such as to be considered less compulsory that in the caput. 
Moreover, as spermatozoa enter into the seminai plasma, 
other scavenger molecules, present there, can assume the 
protective role (87-89) up unti! the fina! event ofthe fusion 
with the oocyte. 
In conclusion, on the basis of these findings, it 
is clear that the key domains of maturing epididymal 
spermatozoa (acrosome, chromatin, mitochondria) are 
endowed with effective scavenger systems, whose 
concentration, distribution and binding are in some way 
finely tuned by the sperm celi itself andlor by the 
epididymal fluid (90, 91). 
3.3. Seminai fluid and ROS damage 
In comparison with other cells, it appears that 
in mature spermatozoa the high concentration of 
unsaturated lipids is associated with the relative paucity of 
some oxyradical scavenger mechanisms, owing also to the 
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virtual absence of cytoplasm in mature sperm cells. This 
deficiency, however, is compensated by the powerful 
antioxidant system in seminai plasma. Severa! studies have 
demonstrated that, in contrast to other biologica! fluids, 
seminai plasma contains significant SOD, catalase and 
GSH peroxidases activities together with significant 
concentrations of antioxidants such as ascorbic acid, 
tocopherol and GSH (87). The antioxidant system·works in 
an integrated fashion. SOD, which is a metallo-enzyme, 
dismutates the superoxide anion radica! into hydrogen 
peroxide. Ceruloplasmin can have a similar scavenger 
effect. The hydrogen peroxide produced during the 
reactions has to be removed by the action of both catalase 
or GSH peroxidase (GPx). Ifthe function ofthese enzymes 
is insufficient for complete elimination of hydrogen 
peroxide, the Fenton reaction takes piace in the presence of 
transitional metals with the subsequent production of toxic 
hydroxyl radicals. Vitamin E is the chain breaking 
antioxidant in membranes, and its oxidation produces the 
tochopheryl radica!, which can then be reduced by 
ubiquinone or ascorbic acid. The oxidation of Vitamin C 
gives rise to ascorbyl radicals which in turn can be reduced 
by GSH, producing thiyl radicals and oxidized glutathione, 
which can be regenerated by GSH reductase. As a 
consequence, the whole system has to work simultaneously 
and an alteration of one of the components can lead to a 
potentially damaging accumulation ofROS (92). 
One special attribute of the antioxidant systems 
in seminai plasma is the relatively high concentration of 
GSH. Its thiolic group can react directly with hydrogen 
peroxide, superoxide anion, hydroxyhadicals and can react 
with alkoxyl radicals and hydroperoxides, producing 
alcohols (14). 
In different biologica! systems, the GSH redox 
cycle plays an important role in protecting cells against 
oxidative damage (93-95). Generally, GSH is present in 
millimolar concentrations in cytosol and the nucleus, 
whereas its concentration is low in blood serum and other 
biologica! fluids (14, 87). The presence of significant 
concentrations ofthis reducing agent has been correlated to 
the liquefaction process of seminai plasma and to the redox 
cycle of Vitamin C. The oxidation of ascorbic acid to 
dehydroascorbic acid produces the generation of both 
ascorbyl radicals and hydrogen peroxide. Since the leve! of 
catalase in spermatozoa and seminai plasma is ·low, GSH 
and GSH peroxidase are the main factors that can remove 
the hydrogen peroxide generated (93). 
The harmful impact of radicals and toxic 
compounds on sperm function has been well studied with 
particular emphasis on the negative effects of ROS on 
sperm function (96-99). In mammalian cells the alteration 
of the fatty acid pattern of the membrane produces 
significant modifications including changes in the activity 
of different lipid-dependent enzymes and in the resistance 
to physical or chemical stress (l 00). 
The risk for spermatozoa to undergo a lipid 
peroxidation can be assessed using a spectrophotometric 
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assay to test the generation of malonildialdeyde promoted 
with ferrous · and ascorbate irons in the presence ·Of 
thiobarbituric acid (TBA) (97). TBA evaluates the ferrous 
iron-catalyzed breakdown of the pre-existing lipid 
hydroperoxides in the sperm plasma membrane and the 
subsequent propagation of a lipid peroxidation chain-
reaction through the generation of peroxyl and alkoxyl 
radicals (101). Many andrological pathologies have been 
associated with an increase of the lipid peroxidation risk 
such as varicocele, infections and germ free genital tract 
inflammation (29). The same pathologies induce many 
biologica! and clinica! effects, such as modifications in 
microcirculation, venous stasis and subsequent hypoxia, 
leucocyte activation and celi necrosis, ali ofwhich increase 
ROS in the semen. In fact, studies have shown radica! 
oxygen species to be higher in the male partner of infertile 
couples suffering from selected andrological conditions 
(97, 99, 102). 
Particular attention has been given to the 
harmful effects of ROS on in vitro spermatozoa and the 
implications of this in semen preparation in In Vitro 
Fertilization (IVF) programs. However, some reports have 
shown that ROS can trigger in vitro physiological sperm 
functions, such as capacitation and hyperactivated motility 
(103-105). These positive effects are strictly related to the 
equilibrium between ROS and the scavenger systems. 
Actually, great differences are observed in the results of 
sperm selection techniques for assisted reproduction, if the 
semen characteristics are not taken into account and the 
sperm preparation methods are not chosen case by case 
(l 06). The culture media of preparati o n an d the substances 
added to it must also be selected bearing the above in mind. 
For example, the very well studied pentoxifylline has in 
vitro a stimulating effect on iron-induced lipid 
peroxidation, which generally acts positively on membrane 
fluidity and physiological destabilization. However, it can 
also induce a destructive peroxidation chain-reaction when 
the spermatozoa are more fragile than usual or when 
incubation is too long (107). Recently, it has beem reported 
that in oligozoospermic patients the high ROS 
concentration may al so be of intracellular ori gin ( 108). This 
could explain both the fragility of sperm cells of these 
patients during the in vitro treatrnent and the inefficiency of 
antioxidants added to the in vitro colture media in 
antagonizing the ROS indiced damages (109). 
4. SCAVENGER THERAPY: THE ROLE OF GSH 
4.1. Preliminary remarks 
Given that it has usually proved impossible to 
identify the true etiology of dyspermia, many non-
hormonal therapies have been used to act directly on 
spermatozoa in the hope of improving their quality. This is 
understandable given the difficulty of making a diagnosis 
in this field of andrology. Treatrnents have varied over the 
years, but have tended to involve the use of carnitine, 
phosphatidilcholine, callicreine, penthossiphylline and 
vitamins A, E and C (15, 82, 83, 110). Unfortunately, the 
rea! difficulty may be that andrologists only get to see 
infertile patients with dyspermia many years after the 
underlying pathology has already triggered sperm damage. 
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It is obviously simpler and more practical in these 
circumstances to prescribe drugs to try to improve seminai 
parameters, theoretically acting directly on gamete 
production or epididymal maturation. Controversia! data 
have often resulted from the frequently uncontrolled studi es 
carried out to support such therapies. 
As already discussed, spermatozoa and seminai 
plasma have many scavenging systems to counteract the 
harmful effects of ROS and other toxic compounds. These 
known systems are, as a whole, enzymes, proteins 
(albumin), GSH, vitaminE and C, taurine and hypotaurine, 
and mercapturic acids (111). GSH seems, among the latter, 
to be one of the most indicated drugs owing to its 
demonstrated antitoxic and antioxidant action in other 
degenerative pathologies (cirrhosis, neoplasia, and 
consequences of antiblastic therapies). In the past, sulfydryl 
constituents of semen (cystein, GSH and ergothioneine) 
have been shown to play an important role in maintaining 
sperm motility and metabolism in experimental conditions 
(15) and, in isolated rat spermatides, GSH can prevent the 
damage due to exposure to peroxidizing agents (112). The 
pharmacology of exogenous administration of GSH has yet 
to be completely studied and it is unlikely that the polar 
molecule can cross the celi membranes. However, it has 
been shown in experimental animals that GSH 
administration reduces stress induced gastric injury without 
any modification of the tissue concentration of antioxidant 
(93). 
4.2. GSH therapy 
One of the most important points in selecting 
GSH as a therapeutically agent relies on its physiologically 
significant presence in seminai plasma. Even though it 
cannot cross celi membranes, after systemic administration 
the antioxidant can increase its concentration in biologica! 
fluids; it can reach the seminai plasma and can concentrate 
there, thus exerting its physiological and therapeutically 
role (113). 
For ali these reasons we have developed a 
research line dedicated to the use of GSH in sperm 
pathology and to its mechanism of action. 
We started (114) a two-month pilot study on 
GSH (600 mg/day i. m.) in a small group of eleven patients 
with dyspermia associated with chronic epididymitis (2 
cases), prostate-bladder germ-free chronic inflarnmation (6 
cases), varicocele (2 cases), and antisperm antibodies (l 
case). We carried out standard semen analysis (115) and a 
computer analysis of sperm motility before treatrnent and 
also after 30 and 60 days of therapy. GSH therapy had a 
statistically significant effect on sperm motility patterns 
and sperm morphology. In particular, a significant 
difference between baseline and 60-day checks was 
observed in the percentage of forward motility and in the 
parameters of the sperm motility computer analysis 
(velocity, linearity, ALH, and BCF). A significant 
reduction in the percentage of atypical forms was also seen. 
Sperm motility improved, especially in patients with 
chronic epididymitis and patients with varicocele. Good 
results were also observed in four of six patients with 
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prostate-vesicular chronic inflammation. No modifications 
were noted in semen parameters or in antibody titer in the 
case with antisperm immune pathology (114). The results 
encouraged us to extend the therapy to a wider group of 
patients, selecting the andrological pathologies and using a 
controlled trial. 
Then we (113) carried out a placebo controlled 
double blind cross-over trial on a selected group of twenty 
infertile patients, ten with unilateral varicocele and ten with 
germ-free genital tract inflammation. The seminological 
studies we carried out monthly were the same as the pilot 
study i.e. microscopic semen analysis and computer sperm 
motion analysis. Ali the patients were. followed up for a 
wash out period of two months. After this period, the 
patients received either GSH or placebo for two months, 
and then they crossed over to the alternative treatrnent for a 
further two months. The patients were randomly and 
blindly assigned to treatrnent with one i.m. injection every 
other day of either GSH 600 mg or an equa! volume of a · 
placebo preparation. The clinica! selection criteria were 
very strict; i. e. two years of infertility (with a gynecological 
norma! partner); age range 20 - 40 years; no systemic or 
hormonal pathologies; no history of cryptorchidism; no 
testicular hypotrophy; no detectable genital infections; no 
antisperm antibodies and, above ali, strict seminological 
inclusion criteria. The group was homogeneous for sperm 
concentration, motility and morphology at the start of the 
trial. No variations were seen in semen volume and 
leukocyte concentration. The effect of GSH (table 4) was 
already significant after one month of treatrnent on the 
sperm variables. It continued (even though gradually 
decreasing) one and two months after the end of therapy 
during the placebo period. Ali twenty selected patients 
showed a significant increase in sperm concentration and a 
highly significant improvement in sperm motility, sperm 
kinetic parameters and sperm morphology. The 
improvement was significant not only from a strict 
statistica! standpoint, but also from a biologica! and clinica! 
point of view. There were no significant differences 
between patients suffering from viuicocele or germ free 
genital tract inflarnmation. In these pathologies, the 
production of ROS can play a pathogenetical role both in 
the sperm celi membrane and the metabolic alterations of 
spermatozoa leading to hypomotility and teratozoospermia. 
This could explain the pharmacological effect on sperm 
motility and kinetic patterns. Moreover, the significant 
reduction in percent of atypical forms seems to indicate a 
more complex action than a single metabolic effect. One 
possible explanation could be that GSH affects sperm 
membrane maturation and the biochemical constitution of 
the celi. This effect has to be a pòst-spermatocyte action as 
the period of therapy was specifically chosen to be shorter 
than a complete spermatogenetic cycle and because earlier 
positive results w ere seen after the first month of treatment. 
These effects on sperm motility and morphology lasted 
beyond the therapy period and this suggests that GSH also 
acts indirectly by the improvement of GSH peroxidases 
metabolic condition of the testicular-epididymal 
environment. Finally, the slight improvement observed in 
sperm concentration could be explained by a reduced sperm 
phagocytosis at a post-testicular leve! due to better sperm 
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Table 4. Sperm parameter variations during the piacebo cross-over triai of giutathione therapy in male infertiiity 
Sperm T o tal Forward Morphology Velocity Linearity ALH BCF 
Concentration motility motility 
10 /mi % % % atypical jl/sec Index 1-10 11 Hz 
Base 26.35 ± 12.64 28.00 ± 10.37 12.00 ± 5.20 57.20 ± 8.72 28.03 ± 3.55 2.70 ± 0.35 2.48 ± 0.20 11.09 ± 0.47 
Glul 30.20 ± 10.73 38.50 ± 10.55 26.50 ± 8.51 48.10 ± 7.52 42.80 ± 5.31 4.30 ± 0.69 3.55 ± 0.25 12.93 ± 0.40 
Group l 
Gluii 29.80 ± 10.64 38.00 ± 11.60 27.50 ± 8.58 48.20 ± 7.84 43.70 ± 5.40 4.35 ± 0.67 3.52 ± 0.30 12.84 ± 0.44 
Pia l 30.00 ± 19.71 32.50 ± 12.96 20.00 ± 8.82 50.8 o± 5.22 38.80 ± 4.85 3.79 ± 0.85 3.35 ± 0.30 12.64 ± 0.47 
Pia II 28.20 ± 11.63 28.50 ± 12.70 18.50 ± 8.83 53.40 ±7.57 36.10 ± 5.69 3,50 ± 0.89 2.98 ± 0.23 12.25 ± 0.48 
Base 27.56 ± 15.69 24.83 ± 9.70 10.50 ± 4.30 63.20 ± 6.62 28.80 ± 1.91 2.69 ± 0.44 2.55 ± 0.17 11.12 ± 0.59 
Pia l 27.40 ± 14.10 26.00 ± 9.07 10.50 ± 2.84 62.50 ± 6.19 28.60 ± 3.90 2.61 ± 0.32 2.44 ± 0.22 11.05 ± 0.58 
Group 2 
Pia II 28.10 ± 13.10 26.50 ± 10.29 10.00 ± 4.71 62.50 ± 6.38 28.70 ± 2.63 2.64 ± 0.47 2.53 ± 0.17 11.10 ± 0.56 
Glu I 31.40 ± 13.64 35.50 ± 4.38 28.50 ± 4.12 52.10 ± 5.61 47.20 ± 4.94 4.78 ± 0.59 3.67 ± 0.31 12.98 ± 0.45 
Glu II 31.10 ± 13.40 37.00 ± 4.83 29.50 ± 4.97 52.40 ± 6.47 47.10 ± 5.74 4.78 ± 0.60 3.67 ± 0.35 12.96 ± 0.47 
Base : Mean and SD of the three seminai analyses of the wash out period , Glu I : Mean and SD a:fter l month of giutathione 
therapy , Glu Il : Mean and SD a:fter 2 months of giutathione therapy , Pia I : Mean and SD a:fter l month of piacebo. , Pia Il : 
Mean and SD a:fter 2 months of piacebo 
structure. No side effects or significant modifications in 
hormonai patterns were noted in the patients. 
The therapeutic use ofGSH (and SOD) has aiso 
been proposed for cases with oiigozoospermia, to avoid 
possibie sperm damage induced by the contact of healthy 
sperm with pathoiogicai components of the semen during in 
vitro manipulation for assisted reproduction (104). 
To study the possibie in vitro action, we tested 
GSH directly on human spermatozoa. We selected semen 
sampies from semen-bank donors and infertiie patients with 
and without 1eukospermia. This last group was seiected on 
the basis of postulated sperm damage caused by Ieucocyte-
produced ROS (116, 106). We used microscopic semen 
analysis and computerized sperm motion analysis and 
tested the sperm parameters on basai semen and on post-
rise spermatozoa obtained by Iayer and pellet-swim up in 
Tyrode's solution (TIR) alone or containing lmg/mi of 
GSH. In cases of Ieucospermia, we studied in vitro GSH on 
basai semen, diluted semen (1:1 semen and TIR + GSH) 
and post rise spermatozoa a:fter Iayer and pellet-swim up. 
The resuits showed no significant differences between 
sperm parameters of basai semen and semen diluted with 
TIR+GSH media; no significant differences between Iayer 
swim up with and without GSH in the media were detected. 
The oniy significant difference was found in sperm forward 
motility in Ieukospermic sampies treated with pellet swim 
up. In these sampies an increase was found when there was 
GSH in the migration media (117). These resuits indicate 
that GSH also protects sperm motility during pelletting, 
where there can be contact between seminai ROS produced 
by leukocytes or damaged spermatozoa. 
4.3. PUFA as markers of sperm pathology: a rationale 
for GHS therapy success 
In order to expiain the above results we started 
to expiore the possible mechanisms through which GSH 
acts on the sperm function. As previously stated, oxidative 
stress may be defined as any imbaiance between pro-
oxidants and anti-oxidants in which the former prevaii and 
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produce a free radica! cascade Ieading to a lipoperoxidative 
process. So PUFA (PUFA) of phospholipids piay a major 
role in membrane constitution and function and are one of 
the main targets ofthe lipoperoxidative process. Therefore, 
to understand the therapeutic action of GSH, we strictiy 
seiected infertile patients with uniiateral varicoceie and· 
germ free genital tract inflarnmation and studied the 
modifications produced by the therapy in a) semen 
variabies and lipoperoxidation sperm membrane risk 
(evaluated by TBA assay) and b) on the pattern of fatty 
acids of phospholipids from biood serum and red biood celi 
membranes. Red blood cells, in fact, are considered to be a 
representative mode! of the constitution of generai celi 
membranes and we used these, as it was practically 
impossible to evaluate the fatty acid pattern of sperm 
membrane phospholipids in patients with severe 
oligozoospermia. 
Our study showed that sperm concentration, 
motility, morphoiogy and kinetic variabies improved in 
selected infertile patients. This increase was already 
significant a:fter 30 days, indicating that GSH therapy acts 
on the epididymis, favoring sperm maturation and 
hampering sperm reabsorption. These improvements were 
associated with an increase of the reed biood celi Ievels of 
PUF A of phospholipids and with a decrease in the Ieveis of 
Iipoperoxides in the sperm (tabie 5). 
This suggested that, at Ieast in part, the 
therapeutic action of GSH is due to its protective effect on 
the lipid components of the celi membrane. It is likeiy that 
GSH acted as a free radica! scavenger (both enzymatically 
and directly) in the epididymis, thus reducing the 
Iipoperoxidative process generated by vascuiar or 
inflammatory pathologies. The significant reduction in the 
lipoperoxide leve! in seminai plasma as detected by the 
TBA test supports this hypothesis (table 5). Moreover, the 
increase in the sperm celi concentration a:fter one month of 
therapy (without variation in semen volume) indicates a 
reduction in the sperm damage and subsequent epididymal 
reabsorption rather than a variation in spermatogenesis 
(29). This appears to confirm experimental data that show 
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Table 5. Lipoperoxidative potential (TBA assay) in 
spermatozoa of patients studied before (TO) and at the end 
(T60) of glutathione therapy 
TO 
T60 
Mean 
14.98 
11.84 
t = 9.358 
sig < 0.001 
SD 
1.07 
0.71 
SE 
0.48 
0.32 
Mean, standard deviation (SD), standard error (SE), 
Students t test (t) and significance probability (sig), Values 
are expressed in nmoles MDA/108 spermatozoa. 
that rat spermatids utilize GSH-dependent mechanisms 
against oxidative stress (112, 65). The above results suggest 
that the patients studied had an impairment of the 
desaturase enzymes, possibly due to genetic factors or 
unknown acquired pathologies leading to chronic systemic 
damage of ali celi membranes. This constitutional alteration 
in celi membranes may increase the harmful effect of the 
ROS generated in the epididymis foliowing vascular or 
inflammatory processes, facilitating dyspermia. These 
results suggest that biochemical modifications in lipid 
membrane constitution could explain the seminai results of 
GSH therapy. On the other hand, it seems likely that 
subjects with systemic lipid membrane disturbances 
associated with andrological pathologies (e.g. varicocele 
and inflammation) express this membrane damage in 
spermatozoa and are prone to develop dyspermia. This 
could confirm experimental data on rats fed with poor 
dietary regimen that exploit PUF A deficiency in serum an d 
semen (35, 118). 
To confirm this last hypothesis, we selected 
two smali groups of patients suffering from unilateral 
varicocele, associated or not with dyspermia (named Var-
inf and Var-norm), and a contro) group (named Contro!) of 
healthy fertile subjects (table 6). Results show a significant 
difference between the PUF A of red blood celi membranes 
of the Contro! group and the Var-norm patients. On the 
contrary, there is a significant decrease of PUF A 
unsaturation in the reed blood cells membranes of the 
majority of Var-inf patients (119). It is striking that 
varicocele patients with normozoospermia ha ve PUF A in 
ali the celi membranes similar to those of contro! subjects 
and, on the contrary, dyspermic varicocele patients have a 
significant deterioration in this parameter. 1t is possible to 
hypothesize apathogenetical relationship between the male 
gamete damage and a Iower resistance to ROS aggression 
against the sperm plasma membrane and the vascular 
pathology of the testicular-epididymal region. If these data 
are confirmed with a Iong-term follow up study, it will 
become possible to establish a predictive index on the risk 
of varicocele induced dyspermia; on the basis of this 
predisposition surgery could then be recommended only to 
young patients with PUF A alterations in their red blood celi 
or other celis representative ofthe generai status. 
5. CONCLUDING REMARKS 
Sperm cells possess an active lipid metabolism 
and the high levels of membrane PUF A, the significant 
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concentration of free fatty acids in seminai plasma together 
with the concentration of carnitine are clear evidence that 
lipids are important sources of energy and are a structural 
requirement of sperm cells. 
The high content of PUF A o n the o ne han d an d 
the need for protection of the highly specialized membrane 
domains on the other, demand adequate scavenger systems, 
e.g., during the long migration and maturation of sperm 
celis in the epididymal tract. These antioxidant enzymatic 
and non-enzymatic systems are highly diversified and 
mostly based on the GSH/GSSG couple. Emerging 
evidence suggests intriguing new roles for some enzymes 
(such as PHGPx), which can go beyond the merely 
protective role. The phenomenon of peroxidation in 
maturing sperm cells is now considered from two point of 
view, depending on the amount of ROS present at a given 
time. 1t is well recognized that ROS are responsible, at least 
at low concentration, for the physiological contro! of some 
sperm functions (39). The studies conceming enzymatic 
systems involved in ROS productionlelimination should be 
viewed also in terms of regulatory activity, in addition to 
the simple protective function. The role ofthese systems in 
the maturation of sperm cells is to be examined in a new 
light as the possible instrument to fine tune the "best fit" 
conditions. As an example, the specific oxidation of 
epididymal sperm protamines, an additional assignment for 
common scavenger activity ofPHGPx, can therefore be thè 
first sign ofthis new metabolic role. 
In this sense seminai plasma must be regarded 
as an excellent nutritive and protective medium for sperm 
cells, on the basis of the fact that it possesses higher 
concentrations of antioxidants than other biologica! fluids 
or blood serum. lt becomes aggressive only when 
pathologies alter its anti- l pro-oxidant equilibrium or when 
the sperm membrane is more fragile or weaker after in vitro 
manipulation. Scavengers such as GSH can therefore be 
used to treat these cases, as they can restore the 
physiological constitution ofPUFA in the celi membrane. 
Sperm membrane PUF A composition and its 
disequilibrium seem to be a sensitive marker of both sperm 
membrane function and increase in fragility. In particular it 
would be extremely useful to demonstrate whether the high 
percentage of n-3 PUFA (namely C22:6 n3) in the sperm 
membrane is necessary for fertilizing capacity and if a 
correlation exists between the systemic lipid metabolism 
and sperm celi functions. 
Considering the metabolic pathway of essential 
fatty acids, our results on the differences between immature 
germ celis and various sperm populations could mean that 
long chain PUF A are actively produced also during the 
maturation of sperm cells after testicular release. The high 
concentration of carnitine in the human epididymis could 
support the hypothesis of a post-testicular metabolism of 
fatty acids as shown in other mammals (120). However, it 
is also possible to postulate an intra-testicular production of 
spermatozoa with different degrees of maturation, deriving 
from a spermatogenesis producing sperm with different 
PUFA insaturation. Finaliy, post-testicular peroxidation of 
Lipoperoxidative damage in spermatozoa 
Table 6. Percentage of fatty acids in red blood cells of controls subjects (Contr)_and varicocele (Var) patients splitted in Norm 
and lnf 
Contr Var- norm Var- inf Control Var norm 
vs vs 
Var- norm Var- inf 
m±sd m±sd m±sd t sig t sig 
Cl6:0 23.60± 0.26 25.42 ± 2.41 28.45 ± 4.80 -5.367 0.001 -1.715 0.108 
Palmi tic 
Cl8:0 14.71 ± 0.36 20.7 ± 2.05 22.9± 3.00 -19.864 0.001 -1.728 0.106 
Stearic 
Cl8:1 25.54 ±0.95 22.71 ± 2.51 27.4 ± 3.80 6.304 0.001 -2.961 0.010 
Oleic 
Cl8:2 n6 9.78 ± 0.94 12.95 ± 2.20 13.04±4.50 -5.737 0.001 -0.055 0.957 
linoleic 
C20:3 n6 1.37 ± 0.09 1.99 ± 0.50 0.86 ± 0.40 -8.402 0.001 4.424 0.001 
di-homo-y-linolenic 
C20:4 n6 15.13±0.95 15.49 ± 2.92 6.70 ± 2.50 -0.730 0.468 5.807 0.001 
Arachidonic 
C22:6n3 4.10 ± 0.16 3.10±0.70 1.20 ± 0.40 9.297 0.001 5.600 0.001 
Docosahexaenoic 
m ± sd = mean ± standard deviation, t- student t test, sig - probability index 
long chain PUF A caused by epididymal micro-
environments, which are capable of modifying the relative 
percentages of PUF A in the different sperm populations, 
can also be hypothesized. 
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ABSTRACT 
Phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase (PHGPx, E. C. 1.11.1 .12) is a monomeric 
seleno.,enzyme present in different mammalian tissues in soluble and bound form. lts function, like 
the other glutathione peroxidases, was originally viewed as a protective role against 
hydroperoxides, but direct and indirect evidence indicates that it has additional regulatory roles. 
PHGPx is present in testis cells and sperm cells, and its appearance is hormone regulated. We 
present here biochemical data, which clearly indicate that the enzyme specific activity in rat testis 
is age-dependent during the life span monitored (from 36 to 365 days), with a maximum at age 3 
months. Western blotting and immunocytochemical analysis by means of anti-PHGPx antibodies 
show the different distribution of PHGPx in the germ cells and their subcellular compartments 
(nucleus, acrosome, mitochondria, and residua! bodies) of testis of different age. The presence of 
the protein exhibits a pattem different from that of the catalytic activity, with a maximum at age 8 
months. The subcellular distribution of PHGPx is qualitatively, but not quantitatively, unchanged 
during aging. These different behaviors are compared and discussed. 
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INTRODUCTION 
Since the discovery of phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase (PHGPx, E.C. 
1.11.1 .12)[32], extensive data have been collected on the characteristics, distribution and role of 
this seleno-enzyme, which belongs to the family of glutathione peroxidases. This monomeric 
protein (about 20 kDa) is both soluble and bound [10, 11 ,24,25], and has been found in severa! 
mammalian tissues [6,7]. A consistent part of the more recent data concerning PHGPx focalizes on 
the following main features: its distribution in the male reproductive apparatus [2, 10-12, 17, 24, 
29], its genomic DNA [5, 8, 23], its mRNA expression [9, 19, 20, 38] and additional regulatory roles 
[12, 13, 27, 31] other than the established antioxidant function of the in situ reduction of 
hydroperoxides of phospholipids. The results briefly summarized further on are based on these 
features. 
Since the first evidence that PHGPx activity in mammalian testis is about two orders of 
magnitude higher than in other tissues [24], a fair amount of data has been collected on its 
distribution and intracellular localization in testis cells and epididymal spermatozoa of young 
animals, chiefly rats [10, 12, 24, 29]. The enzyme location is mainly mitochondrial [10] and nuclear 
[11], and is maintained during spermiogenesis. Rat caput epididymal sperm cells possess a 3-
times higher PHGPx activity in comparison to cauda sperm cells [29]. 
Expression patterns of PHGPx mRNA were performed in mouse testis [20] and rat testis [9, 
19, 38]. The mRNA is abundantly and preferentially expressed in round spermatids, and the signal 
is absent in spermatogoma and early spermatocytes as well as in elongated spermatides. A close 
involvement of PHGPx in spermatogenesis was therefore proposed. 
Recent results suggest that this enzyme could accomplish additional roles. These functions 
are always founded on phospholipid hydropero?<ides reductions and thiol groups oxidation, but 
their ultimate outcome passes aver the mere scave.nging function toward the reactive oxygen 
substances (ROS). In different somatic cells PHGPx is in fact involved in inactivation of 5-
lipoxygenase, resulting ultimately in a modulation of leukotrienes metabolism [13, 27, 31]. We 
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demonstrated, moreover, that PHGPx specifically oxidizes the reduced thiol groups of isolated 
epididymal caput sperm protamines [12], whose oxidation is crucial for the proper assembly and 
condensation of the mature spermatozoa chromatin [1]. Very recently, Ursini et al. [17, 30] 
indicated a structural role for PHGPx in the mid-piece mitochondria of mature sperm cells. PHGPx 
protein represents in fact at least 50% of the capsule materia! of the crescent-shaped 
mitochondria. PHGPx is transformed at this stage of the spermiogenesis into an enzymatically 
inactive, oxidatively cross-linked insoluble protein. This new function may therefore explain the Se-
deficiency-dependent alterations of sperm cells [30]. 
We present here biochemical and immunologica! data on PHGPx distribution in rat testis 
cells of sexually mature young and old animals. Enzymatic and immunochemical data, obtained by 
means of microscopy and Western blotting, depict two different age-dependent pattems, which 
are compared and discussed. 
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MATERIALS and METHODS 
Jsolation and Fractionation of Rat Testis 
Ali the procedures were carried out at 0-4°C unless otherwise indicated. MilliQ-grade water 
(Millipore Co., Bedford, MA) was used forali media. Ali chemicals were of the highest reagent 
grade and were obtained from Sigma-Aidrich (USA-Germany). 
Wistar rats of different ages (Harlan-Nossan, ltaly) were maintained on a 12L:12D cycle, fed 
a standard diet (Harlan-Nossan, ltaly) and tap water ad libitum, and housed according to the 
guidelines of European Community laws. The rat was killed by a guillotine, and the testes were 
rapidly removed and placed in 0.01 M Tris-CI (pH 7.4), 0.12 M NaCI (TBS) containing 1 mM PMSF, 
0.1 mM deferoxamine mesylate (desterai) and 0.1 mM resveratrol. They were decapsulated and 
homogenated 1 O ti m es with a motor-driven glass-teflon homogenator, filtered through a nylon 
gauze and used as described later. 
Assays 
The activity of PHGPx was measured spectrophotometrically according to Maiorino et al. 
[18], immediately after the preparation of the homogenates. 
Protein content was measured by means of the bicinchoninic acid method [28]. 
Preparation of antibodies against bacteria/ly expressed PHGPx 
To obtain the bacterially expressed PHGPx, we used the cONA clone CRP-2 (generously 
supplied by Dr. Donna Driscoll, Cleveland), consisting of cys-mutated cONA of rat testis PHGPx 
[23]. The 187-852 nucleotides insert was cloneq in frame into the Eco Rl site of the pGEX-4T-1 
vector (Pharmacia, Sweden) and a glutathione-S-transferase fusion protein was expressed in E. 
coli (BL21 strain). The fusion protein was solubifized in a lysis buffer containing 0.4mg/ml 
lisozyme, 5!-lg/ml protease inhibitors mixture (leupeptine, aprotinin, pepstatin, trypsin inhibitor), 1% 
Triton X-100, 5mM EDTA, 1mM PMSF in 1xPBS. The fusion protein was then purified by 
chromatography on a GSH-affinity column (Pharmacia, Sweden). The recombinant PHGPxcys46 (Mr 
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18,300), obtained after trombin cleavage and electrophoretic separation, was used either for 
rabbit immunization and as a ligand on Affi-Gel 15 (Bio-Rad, USA) for antibody purification. 
Electrophoresis and Western Blotting 
Proteins from rat testis homogenates were separated by SDS-PAGE (8x10 cm, 12.5% 
~acrylamide) [15] and analyzed by Western blotting on an immobilon-P polyvinylidene difluoride 
(PVDF) membrane (Millipore) by means of semidry apparatus (Bio Rad, USA). The affinity 
chromatography purified polyclonal antibody solution was used 1 :4000. The goat anti-rabbit lgG 
(Calbiochem, USA) were diluted 1 :2000. The alkaline phosphatase chemiluminescence 
amplification system (1 ,2-dioxetane derivative substrate, CSPDR, Tropix, USA) was used to reveal 
the band. The blots were analyzed by means of a Ge1Doc2000 BioRad, equipped with the Multi-
Analyst 1.1 software. 
Light and Electron Microscopy 
lmmunogold microscopy was carried out on isolated testis tubule. The specimens were fixed 
with 4% paraformaldehyde and 0.1% glutaraldehyde in 0.1 M cacodylate buffer (p H 7.4) for 3h at 
4 oc. The materials were washed severa l times in a cacodylate buffer, dehydrated in a graded 
series of ethanol up to absolute (99%) and embedded in LR White M acrylic resin (Sigma, USA). 
Semithin sections (1 f..lm) were mounted on Superfrost Plus coated glass slides, ultrathin sections 
(150nm) on 300-mesh nickel grids. Both types of section were treated with a 30f..ll drop of blocking 
buffer (1% BSA, 20% normal goat serum (NGS) in 0.1 M Tris-CI, pH 8.4) for 1h at room 
temperature, and then incubated overnight at 4°C in one drop of TBS containing 1%BSA, 1% 
NGS, 4% fetal calf serum, 0.1% Tween20 and anti-PHGPx rabbit polyclonal antibody (final dilution 
1: 10). After several washes in TBS to remove the antibody excess, the sections wer~ incubated 
for 2h at room temperature with colloidal (20nm) gold-conjugated secondary goat anti-rabbit lgG 
(British BioCell, UK), diluted 1:100 in the same TBS medium. For light microscopy, after several 
washes in TBS and two washes in distilled water, the gold particles were enhanced by Silver 
Enhancing Kit (British BioCell, UK), stopped after 20 min in water and colored with 0.5% toluidine 
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blue in 0.1% carbonate (p H 11.1). Ultrathin sections were finally counter-stained with uranyl 
acetate 4% (15 min) and lead citrate 0.25% (7 min). Anti-PHGPx antibodies were omitted from 
controls. 
The specimens were examined with Philips EM 208 electron microscope and Leitz Dialux 20 
Photomicroscope 
.Statistica/ analysis 
Results are reported as means ± S.O. of separate experiments. Differences between the 
specific enzymatic activities were analyzed using Student's t test for paired data; a p<0.05 was 
selected as the minimum criterion for statistically significant differences. 
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RESULTS 
Figure 1 reports the specific activities of PHGPx measured in whole testis homogenates of 
adult rats (3 .. , 6-, 8-, 9-, and 12-month-olds). The specific activity reached the maximal value soon 
after puberty (3 months), and declined up to age 9 month, where it remained stable. The value of a 
prepubertal sample (36 day-old) was inserted for comparison. 
The same specimens were analyzed, after electrophoresis, by means of PHGPx antibodies. 
The results are collected in Figure 2, which shows a typical Western blot analysis of rat testis 
homogenates of different ages. On the basis of the densitometric evaluation of the single band 
(mean of 4 different series of samples), there is amaximum which corresponds to age 8 months 
(see Figure 7 for disci.Jssion). 
From the immunohystochemical point of view we examined as a first approach a whole 
testis tubule section. Figure 3 collects the data obtained for 3-, 6-, 8- and 12-month-olds specimens 
by immunogold optical microscopy. Ali the samples (panels A-D, 3-, 6-, 8-, 12-month-old; panel E 
is a negative contro!) were qualitatively superimposable. The highest immunogold signa! was 
localized on the elongated spermatids and spermatozoa. No significative qualitative differences 
were therefore detectable on the immunocytochemical distribution among the various ages, at 
variance with the enzymatic specific activity (Fig. 1). 
A deeper insight was obtained by electron mictoscopy immunogold response. Figure 4 
collects the most significative data of 3-month-old rat germ cells monitored in situ in the whole 
testis tubule ultrathin section. Panel A show the section of a spermatogonium which had no 
detectable amounts of PHGPx. Panels 8 and C report the enzyme distribution in a round spermatid 
(VII stage of the cycle). Nucleus, peripheral mitochondria and acrosomal vesicles (panel C, 
enlarged) presented gold spots, also in small clusters (panel 8, near the nuclear membrane, 
arrow). Panel D shows, at high magnification, the signa! in the spermatid mitochondria. The signa! 
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persisted, clearly evident, also in the crescent-shaped mitochondria of the tail mid-piece of the 
newly formed spermatozoa present in the tubule lumen (panel E, arrow). The enzyme was also 
detectable in the sperm celi head and in the acrosomal and plasma membrane (panel E). Finally, 
the panel F reports an astonishing amount of PHGPx embedded in the residua! bodies, which 
Sertoli cells will finally get rid of. 
Six-month-old specimens are collected in Figure 5 electron micrographs. The PHGPx 
distribution was comparable with that found in younger animals. The intensity of the 
immunochemical response, however, became higher, markedly at the acrosomal level (panels A, 
B, C) and in the elongated spermatids (panel E). Large and characteristic clusters of the protein 
were for the first ti me detectable at the cytoplasm level (panel D). 
Finally, the older rat testis samples were collected in Figure 6 (panels A-D: 8-month-old, 
panels E, F: 12-month-old samples). Even larger immunogold clusters . are detectable at the 
cytoplasm level (panel A: round spermatid; panel C: step 15-16 of elongated spermatid, cut 
transversally at the level of the assembling of the crescent-shaped mitochondria in the mid-piece 
region), as well as in the nucleus (panels Band F: round spermatids). Acrosomal membrane and 
mitochondria (panel E: round spermatid; panel D: elongated spermatid) stili present immunogold 
spots, but they are not so numerous as in the corresponding 6-month-old specimens (Fig. 5). 
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DISCUSSION 
As pointed out in the lntroduction, the selenoenzyme PHGPX, specific in reducing in situ the 
phospholipid hydroperoxides, has, in the short time since its discovery, gained an additional 
attribution of more specific functions other than the mere scavenging role [12, 13, 17, 27, 30, 31]. 
These assumptions have been stressed particularly in the male reproductive apparatus, in close 
correlation with the spermatogenesis and the spermiogenesis [19, 20]. This becomes particularly 
relevant also in the knowledge of the compulsory need of selenium for efficient reproductive 
functions [3, 4, 7, 17, 33, 35, 36]. Very recently, additional data have been discussed on the 
different specific activity of the enzyme in maturing epididymal spermatozoa of sexually mature rats 
[29]. 
The whole picture which can be drawn from ali the data available for testis and sperm cells 
indicates that PHGPx is present right from the very beginning of the spermatogenic process [24] 
up to the deeply transformed epididymal cauda sperm cells [12]. These possess, in fact, highly 
altered and potentially fusogenic membranes [22] capable, under appropriate stimuli, of 
undergoing the acrosomal reaction. The highest activity of the enzyme, during the whole 
proliferative and maturating processes, is in the mitochondrial membranes [10, 26], and, to a 
lesser extent, in the nucleus [11]. These data have been obtained from sexually mature, young 
animals, with some comparison with prepubertal samples, but a more complete survey versus 
elderly ages has yet not been reported, as far as we know, with the exception of pig testis [16] and 
of rat tissues other than testis [37]. However, this examination deserves a proper experimental · 
approach, on the basis of both previous [26] and very recent findings [30] concerning the activity of 
the enzyme PHGPx and the presence of the protein PHGPx, which have been reported to be 
seldom superimposable. This indicates therefore that the protein is not always catalytically active, 
with the consequence that the inactive form could possess some function, as has been suggested 
for sperm mid-piece mitochondria [30]. 
lf we plot together, as a percentage of the maximal value, both the enzymatic specific activity 
(Fig. 1) and the densitometric values (Fig. 2), we can directly compare the two age-dependent 
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behaviors (Figure 7). l t is clear that the maximal protein expression is attained 5 months later than 
the maximal enzymatic activity. This shift points toward the inactivation of the enzyme after 3 
months age, whereas the amount of the protein is increasing till age 8 months. The explanation of 
this putative inactivation stili remains speculative. There might be possible structural changes, 
which alter the catalytic site, or an alteration of the reduced milieu needed for enzyme full activity. 
From the morphologic point of view only at electron microscopy level is it possible to 
appreciate relevant differences in the age-dependent presence and distribution of PHGPx. The 
comparison of 3-month-old (Fig. 4), 6-month-old (Fig. 5), 8- and 12-month-old (Fig. 6) specimens 
suggests the following considerations. The membrane-associated localization of PHGPx is 
maintained during aging, but there is a clear enrichment in the acrosome and in the mitochondria · 
of the 6-month-old samples. At the cytoplasm and nuclear Jevel large "clusters" of the protein are 
visible, starting from the 6 months of age. This . picture is in agreement with the whole 
immunochemical pattern (Figs. 2 and 7), but must be linked with the corresponding low enzymatic 
activity (Figs. 1 and 7). These findings raise therefore the problem already discussed formature 
sperm cells [30]. The fact that the enzyme, stili present as protein on a given cellular structure, has 
lost its catalytic activity (but not ali, as we now demonstrate in testis and have reported in 
epididymal sperm cells [29]), may imply a functional/structural meaning. lt is quite peculiar in fact 
. that PHGPx activity increases with age in ali the rat tissues tested other than testis [37], which is 
at variance with the present data. lt is questionable, on the other hand, to define and demonstrate 
in vivo a functional restorability of the enzymatic activity obtained by means of non-physiological 
conditions [30]. lt remains, however, unambiguous that the distribution of PHGPx protein is less 
and differently affected by aging, in comparison with its overt catalytic activity. In this connection, it 
was extremely surprising to find a large amount of PHGPx in the residua! bodies which originated 
from the elongated spermatids cytoplasm (Fig 4 F and Fig. 6 C). This aliquot belongs to waste 
materia!, whose re-utilization is unknown·, and which most probably is devoid of enzymatic activity. 
This would also suggest that the seleno-enzyme is synthesized in excess of its actual needs. 
During spermatogenesis and spermiogenesis it is difficult at the moment to explain a structural 
function for PHGPx during aging. A condition of inactivation, caused by very different situations, 
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may be more conceivable, not excluding the captivity or the sexual inactivity of the rats used for 
this study. 
PHGPx gene transcription, high in round spermatids, ceases abruptly upon transition to 
elongated spermatids [19, 20]. Our immunogold PHGPx detection is more intense in the elongated 
cells and spermatozoa in the lumen (Fig. 2, Fig. 5 E and Fig. 6 D): this indicate therefore that the 
PHGPx production is maintained long after its transcription. Nam et al. [20], on the other hand, 
indicate for mouse testis PHGPx mRNA a peak in elongating spermatids, with consistent 
differences depending on the step examined. These Authors [20] in fact propose the use of 
PHGPx antibodies for studying the PHGPx translation morphologically. lt is quite surprising, in this 
context, that PHGPx mRNA [20] and mitochondrial capsule selenoprotein (MCS) mRNA 
expression [21] are reported to be different, if we consider that it has been established that PHGPx 
and MCS are the same selenoprotein (30]. 
The combined information of the PHGPx mRNA expression and the enzyme/protein 
presence therefore make up a more complete picture, which links the expression chronology with 
the maintenance of the protein during spermatogenesis and spermiogenesis at different ages. 
In conclusion, our data indicate a constant presence of the protein in defined localization, 
irrespective of the age of the specimen, with some peculiar, age-dependent quantitative aspects 
(clusters). There is, however, a progressive lowering of the overt catalytic activity, which, 
moreover, never ceases completely, which is at variance with what has been stated elsewhere for 
sperm cells [30]. 
Perspectives 
Precise evidence for the involvement of PHGPx in cellular responses has been reported [6, 
34]. Severa! data indicate, moreover, thatfor the enzyme there is not a stringent specificity of 
substrates: different hydroperoxide- and thiol-bearing molecules can in fact be recognized for the 
catalysis [12, 25]. In this connection, the term "peroxide tone" [14, 34] well depicts a regul'atory 
metabolic situation viewed as a pivot of signa! transduction pathways in severa! tissues. This can 
atso hold true .for the thiols redox status ranging from the couple GSH/GSSG to the protamine 
thiol/disulfide. The bi moda l PHGPx activity h ere described (Figure 1) should therefore be linked to 
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its different efficiency, not only far its classica! scavenger role, but also far its putative redox tane 
regulation during aging. The complete picture should also take into account the endogenous ROS, 
which are presumably higher in aged tissues, as well as the hormone-dependent PHGPx 
expression, already monitored in young animals [19] 
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FIGURE LEGENDS 
FIGURE 1 
PHGPx specific activity (mU/m9 protein) in whole testis homo9enates. Means ± sd (n = 4-10 
separate experiments) 
FIGURE 2 
PHGPx Western blot of whole testis homo9enates. Lanes 1.2 - 12 : 4 ~9 proteins; PHGPx: 0.5 ~9 
proteins. 
FIGURE 3 
lmmuno9old localization of PHGPx testis tubule A: 3-month; 8: 6-month; C: 8-month; D: 12-
month; E: control. Bar: 35 ~-tm 
FIGURE 4 
lmmuno9old electron micro9raphs of PHGPx in testis tubule cells of 3-month-old rats. A: 
spermato9onium; 8: round spermatid; C: round spermatid acrosome (from B, enlar9ed); D: round 
spermatid mitochondria; E: elon9ated spermatid; 
immuno9old spots, when necessary. 
FIGURE 5 
F: residua! body. Arrows indicate the 
lmmuno9old electron micro9raphs of PHGPx in testis tubule cells of 6-month-old rats. A, B 
and C: acrosomal re9ion of round spermatid; D: peripheral cytoplasm of round spermatid; E: 
elon9ated spermatid; F: control (elon9ated spermatid). Nu: nucleus; Cyt: cytoplasm. Bar: 300 nm 
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FIGURE 6 
lmmunogold electron micrographs of PHGPx in testis tubule of 8-month-old (panels A-D) and 12-
month-old rats. A: peripheral cytoplasm of round spermatid; B: nucleus of round spermatid; C: 
elongated spermatid, transversal cut; D: elongated spermatid; E, F: round spermatids. Nu: 
nucleus; Cyt: cytoplasm 
FIGURE 7 
PHGPx specific activity (e: data from Fig. 1 as percentages of the maximal value) and Western 
blot analysis <• : densitometric data from Fig. 2 as percèntage of the maximal value) of 
whole testis homogenates 
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ABSTRACT 
Se and selenoproteins such as glutathione peroxidases are necessary for a proper 
development and fertilizing capacity of sperm cells. Phospholipid hydroperoxide 
glutathione peroxidase (PHGPx (GPX4), E. C. 1.11.1.12), the smallest selenoenzyme 
belonging to the glutathione peroxidases family, has gained in recent years much attention 
in the male reproductive tract. lts specificity towards the in situ peroxidated phospholipids 
justifies only in part its mere scavenger role against oxygen-mediated radica! damages. 
Additional, regulatory roles, described for PHGPx in somatic cells and in sperm cells, and 
its hormone-regulated appearance and distribution make it a relevant component for the 
correct spermatogenesis and sperrniogenesis. We present here enzymatic data, which 
indicate that the enzyme specific activity in isolated rat epididymal sperm cells is age-
dependent (3-12 month age), with a maximum at age 6 month. Western blot analysis by 
means ofanti-PHGPx antibodies indicate the presence of the protein PHGPx in the 
plasma and acrosomal membranes of the sperm celi heads, and its strong binding to the 
chromatin. lmmunogold data collected by means of optic and electronic microscopy 
describe the distribution of the PHGPx into the head chromatin and acrosomal 
membranes, and in the mid-piece mitochondria. The enzymatic and the 
immunocytochemical data are compared and discussed. 
INTRODUCTION 
Enzymatic (e.g. superoxide dismutase, catalase, glutathione peroxidases) and non-
enzymatic (e.g. vitamin C, vitamin E, quinones) scavenger systems are since long time 
monitored in mammalian sperm cells with the aim to characterize their endogenous 
defense equipment. After the spermiogenesis, the spermatozoa undergo subsequent 
complex transformations during their transit in the epididymis [see for a review 1 ], which 
render them capable to fertilize. These transformations involve, among others, chemical 
and physical alterations in the lipid assemblage and compositi an of the plasma and outer 
acrosomal membranes [1-5], where the amount of polyunsaturated fatty acids (PUFA) 
increases from caput to cauda epididymal sperm cells. PUFA are prone to be peroxidated, 
. thus starting the production of ROS (reactive oxygen substances), capable ultimately -if 
not quenched- to impairing structures and functions. In this context Se plays a pivotal role 
both in spermatogenesis and spermiogenesis [6-10]. lt allows in fact the formation of 
severa! seleno-proteins, such as the enzymes glutathione peroxidases. Phospholipid 
hydroperoxide glutathione peroxidase (PHGPx, E. C. 1.11.1.12, Mr about 20,000) [11] 
belongs to this peroxidases family, and its primary function is to reduce in situ membrane 
hydroxylated phopspholipids, by means of thiol groups such as those of glutathione . 
. Recently the functions of this enzyme, yet founded on phospholipid hydroperoxides 
reductions and thiol groups oxidation, have been èxtended, so that the ultimate outcome 
of PHGPx reasonably passes aver the mere scavenging function toward ROS. In different 
somatic cells PHGPx is in fact involved in inactivation of 5-lipoxygenase, resulting 
ultimately in a modulation of leukotrienes metabolism [12-14]. We demonstrated, 
moreover, that PHGPx specifically recognize as substrate the reduced -SH groups of 
isolated epididymal caput sperm protamines [15], whose oxidation is crucial for the correct 
condensation of the mature spermatozoa chromatin [16]. Very recently Ursini et al. 
indicate a structural role [1 O, 17] for PHGPx present in the mid-piece mitochondria [15, 17] 
of mature sperm cells. PHGPx protein represents in fact at least 50% of the capsule 
materia! of the crescent-shaped mitochondria, but is transformed at this stage of the 
spermiogenesis in an enzymatically inactive, oxidatively cross-linked insoluble protein [17]. 
This new function could therefore be connected with the Se-deficiency-dependent 
alterations of sperm ceHs, as described also by Conrad [18]. This situation might be viewed 
as the final stage of a continuous presence of the enzyme/protein PHGPx beginning from 
testis round spermatids [19], at the onset of the puberty [20]. lts subcellular distribution in 
sperm cells is in fact mainly mitochondrial, acrosomal and nuclear [15]. PHGPx mRNA 
expression [21-24], enzymatic specific activity [19, 20, 25] and immunocytochemical 
distribution [25] have been already described in testis cells of rat. We recently 
demonstrated a higher enzymatic specific activity for PHGPx in young, sexually mature rat 
caput epididymal sperm cells [26]. We extend here these data presenting biochemical and 
immunologica! data on PHGPx distribution in rat epididymal spermatozoa of sexually 
mature young and old animals. Epididymal sperm cells enzymatic activity exhibits a 
maximum at 6 month age. lmmunochemical data, based on Western blot analysis, and 
immunocytochemical results, shows some significative differences among specimens of 
sperm cells and their subfractions of animals of · various ages. Enzymatic and 
immunochemical data are compared and discussed. 
MATERIALS and METHODS 
lsolation and Fractionation of Rat Epididymal Spermatozoa 
Ali the procedure were carried out at 0-4°C unless otherwise indicated. Milli-Ro and 
Mi Ili-Q grade water (Millipore Co., Bedford, MA) was used forali media. Ali chemicals were 
of the highest reagent grade and were obtained from Sigma-Aidrich. 
Wistar rats at different ·ages (Harlan-Nossan, ltaly) were maintained on a 12L:12D cycle, 
fed a standard diet (Harlan-Nossan, ltaly) and tap water ad libitum, and housed according 
to the guidelines of European Community laws. Each animai was killed by a guillotine, and 
the two epididymis were rapidly removed and placed in a medium containing 0.01 M Tris-
CI (pH7.4) and 0. 12M NaCI (TBS) containing 1mM PMSF, 0.1mMdeferoxamine mesylate 
(desferal) and 0.1 mM resveratrol (afterwards indicated as BSPDR medium: buffer-saline-
PMSF-desferal-resveratrol). The epididymis was then divided in caput, corpus and cauda, 
to collect separately the spermatozoa from the distinct regions essentially as described by 
Seligman et al. [4]. The final sperm cells sediment was suspended (about 15-20 x106 
cells/ml) in 0.05 M Tris-CI, 1% Triton X-100, 5mM EDTA, 1mM PMSF, 0.1mM desferal, 
0.1 m M resveratrol, and homogenated 1 O times with a glass-teflon potter. The suspension 
was centrifuged (12,000 x g, 15 min) and the acrosomal plus plasma membranes were 
collected in the supernatant [27, 28]. The separated (caput, corpus, cauda) pellets, 
containing demembranated spermatozoa, were suspended in about 1 O m l BSPDR 
medium, briefly sonicated (15 sec), made 1M sucrose (final volume 12 mi) and layered on 
a sucrose gradients (10 ml 2.05M and 10 ml 2.20M) according to San Agustin and 
Witman [29]. After centrifugation (91 ,OOOxg, 1 hr), the caput, corpus and cauda sperm 
heads were collected in the sediment, and the caput, corpus and cauda sperm tails at the 
interface between 2.05M and 1M sucrose. The fractions were finally separately washed in 
BSPDR, centrifuged at 5000xg (15 min) and the pellets further processed. Extraction of 
the proteins from the purified heads and tails was accomplished as follows [28]: each 
fraction was suspended for 2 h at room temperature in about 1 ml of a medium containg 
0,01 M Tris-CI (pH 8), 1M NaCI, 1% Triton X-1 00 and 0.5% 2-mercaptoethanol. After a 
brief centrifugation (10,000xg) the supematants were dialyzed 24-36 hours against 0.01 M 
Tris-CI (pH 7,4) and made up the caput, corpus and cauda "heads and tails extracts" 
respectively. The remaining head pellet was washed once in a Tris-CI buffer (pH 7.4) 
containing 0.12M NaCI, spun down, resuspended in about 1 ml of the same buffer 
containing 250~g/ml DNase l (Pharmacia, Sweden), 1 OmM Ca Cb, 1 OmM MgCb and 
gently shaken ovemight at 4°C. The supematant (10,000xg, 15min) obtained after this 
treatment was referred to as "heads+DNase". 
Assays 
The activity of PHGPx was measured spectrophotometrically according to Maiorino et al. 
[11]. 
Protein content was measured by means of bicinchoninic acid method [ 30] 
Preparation of .antibodies against bacterially expressed PHGPx 
. T o obtain the bacterially expressed PHGPx, we used the cONA clone CRP-2 
(generously supplied by Dr. Donna Driscoll, Cleveland), consisting on cys-mutated cONA 
of r~t testis PHGPx [301. The 187-852 nucleotides insert was cloned in frame into the Eco 
Rl site of the pGEX-4T-1 vector (Pharmacia, Sweden) and a glutathione-S-transferase 
fusion protein was expressed in E. coli (BL21 strain). The fusion protein was solubilized in 
a lysis buffer containing 0.4mg/ml lisozyme, 5 ~g/ml protease inhibitors mixture 
(leupeptine, aprotinin, pepstatin , trypsin inhibitor), 1% Triton X-1 00, 5mM EDTA, 1 m M 
PMSF in PBS. The fusion protein was then purified by chromatography on a GSH-affinity 
column (Pharmacia, Japan) and cleaved, by thrombin digestion, from PHGPx, which was 
purified by SDS-PAGE electrophoresis (12.5% acrylamide, 15 x 25 cm) [32]. The 
recombinant PHGPxcys46 (Mr 18,300) so obtained was used either far rabbits immunization 
and as ligand on Affi-Gel 15 (Bio-Rad) far antibodies purification. 
Electrophoresis and Western Blotting 
Proteins from purified sperm cells and their subfractions were separated by SDS-
PAGE (12.5% acrylamdide, 8 x 10 cm) [31] and analyzed by Western blotting on an 
immobilon-P polyvinylidene difluoride (PVDF) membrane (Millipore, USA) by means of a 
semidry apparatus (Bio Rad, USA). The affinity chromatography purified polyclonal 
antibody solution was used 1 :4000. The goat anti-rabbit lgG (Calbiochem, USA) were 
diluted 1:2000. The alkaline phosphatase chemiluminescence amplification system (1 ,2-
dioxetane derivative substrate (CSPD®,Tropix, USA) was used to reveal the band on a 
Kodak film X-OMAT AR. 
Light and Electron Microscopy 
Immunogold microscopy was carried aut on isolated caput and cauda portions of the 
epididymis. The specimens were fixed with 4% paraformaldehyde and 0.1% 
glutaraldehyde in 0.1 M cacodylate buffer (pH 7.4)~ overnight at 4°C. The materia! 
were then washed several times in cacodylate bufferiRetl dehydrated in a graded series of 
o~~dl 
' l -
ethanol up to absolute ~d embedded in LR White M icrylic resi~ma). 
Semithin sections (1 !lm) were mounted on Superfrost Plus co~éd gla~~ -~lides, ultrathin 
sections u.Jlnm) On 300-mesh nickel grids. 8oth type of secti~~ wereftreated with a 30J..LI 
drop of blocking buffer (1% BSA, 20% Normal Goat Serum, in G:+-M-ffts-€-1-r:t*f=SA) for 1 
h at room temperature, and then incubated overnight at 4°C with anti-PHGPx rabbit 
polyclonal antibody diluted 1: 1 O in TBS containing 1 %8SA, 1% NGS, 4% FCS and 0.1% 
Tween20. After severa! washes in TBS to remove excess antibody, the sections were 
incubated for 2 h at room temperature with- colloidal gold (20nm)-conjugated secondary 
goat anti-rabbit lgG (British BioCell, UK), diluted 1:100. For light microscopy, after severa! 
washes in TBS and two washes in distilled water, the gold particles-K~Je enhanced by 
Silver Enhancing Kit (British BioCell, UK), stopped after 29 t;DJ[ljn:1Ji) water and colored 
with 0.5% toluidine blue in 0.1% Na-carbonate (pH 11.1 ). Ultrathin sections were finally 
counterstained with uranyl acetate 4% (15 min) and lead citrate 0.25% (7 min). In controls 
were omitted primary antibody or treated with not specific antibody. 
The specimens were examined with a Leitz Dialux 20/Photomicroscope and a Philips EM 
208 electron microscope. f0J! .J r--i ___ 
M,;il l. 
\. . 
RESULTS 
Figure 1 shows the PHGPx specific activities measured in sperm cells extracted 
separately from rat epididymal caput, corpus and cauda. Maximal activity is attained in 6 
month-old animals, with no differences among caput, corpus and cauda specimens, and a 
decline follows up to 12 months. The values of epididymal cauda sperm cells for young (3-
month-old) and old (12-month-old) rats are lower than those of both caput and corpus, as 
already reported by us [26] for 3-month-old rats. 
The pattern of the protein expression was obtained by the Western blotting analysis, 
from at least three different experiment for each age, of the epididymal sperm cells of 3-, 
6-, 8- and 12-month old animals (Figure 2). The amount of the enzyme directly detectable 
on whole epididymal caput, corpus and cauda sperms exhibited no differences among the 
three fractions, except for the 12-month-old cauda specimen (lane 3). The further 
treatments of the separated heads and tails gave the other patterns, reported in 4-12 
lanes of Fig. 2, for membranes, heads and tails extracts and heads+DNase. lt is clear that 
only a very strong chaotropic treatment is capable of rendering accessible more enzyme 
both from heads (lanes 7, 8, 9) and from tails (lanes 13, 14, 15 ). In the heads fraction the 
DNAse treatment, which follows the first extraction, is stili able to evidentiate some more 
PHGPx (lanes 10, 11, 12). In the case of the heads extraction, moreover, an additional 
band (apparent molecular ratio about 23 kDa) is always evident (lanes 7, 8, 9). From the 
comparison of the Western blots of increasing ages, no significative differences can be 
detected among the various ages. The only substantial difference concerns the PHGPx 
presence at the level of the membranes (lanes 4, 5, 6). The enzyme is appreciably present 
only in the epididymal caput sperm cells membranes (lane 4), with the maximal expression 
for 6-month-old specimen. The protein is scarcely visible in the epididymal corpus and 
cauda sperm cells membranes (lanes 5 and 6). 
From the morphological point of view, the Figure 3 reports the immunogold location of 
PHGPx in the caput (A, C) and cauda (8, D) epididymal section of 6-month- and 12-
month-old animals. The signa! is higher in the sperm cells visible into the epididymal caput 
l lumen of both specimens {A, C), whereas the epididymal cauda spermatozoa (8, D) show 
less gold spots, markedly in the case of the old sample (D). 
A deeper insight in the sperm cells is given in Figure 4, where are reported the 
representative immunogold distribution on sperm head and mid-piece section of caput (A, 
C) and cauda (B, D) epididymal sperm cells. Acrosomal membranes, nuclear chromatin 
and mid-piece mitochondria present the immunogold signa!. The gold spots are, as in the 
Figure 3, again more scarce in the epididymal cauda sperm cells (B, D). The mid-piece 
mitochondria, which are always one of the more important location far the PHGPx protein, 
present in fact a low positivity, chiefly in the 12-month-old specimen (D). Notably, the 
principal piece of the tails is always devoid of PHGPx (E). 
DISCUSSION 
The selenoenzyme PHGPX, presence and distribution during the spermatogenesis, the 
spermiogenesis and the sperm celi maturation has been already documented, as pointed 
out in the lntroduction. These data become moreover particularly relevant also on the 
basis of both the compulsory need of selenium far efficient reproductive functions and 
some additional attribution of more specific functions other than the mere scavenging role. 
Very recently, additional data have been presented and discussed on the different specific 
activity of the enzyme in maturing epididymal spermatozoa of sexually mature rat [26]. 
The whole picture which can be drawn from ali the data collected far testis and sperm 
cells indicate that PHGPx is present since the very beginning of the spermatogenic 
process till the mature epididymal cauda spermatozoa, with the main localizations in the 
mitochondria, the nucleus and the acrosomal membrane [19, 25, 26, 33]. 
The other important finding emerging from the data here presented is the strong 
binding capacity of the PHGPx protein, not only at the level of mid-piece mitochondria [17], 
but also into the sperm celi head. The binding of the seleno-enzyme to the testis cells and 
sperm cells chromatin has been already demonstrated [19], rising in addition the meaning 
of this fact. The chaotropic extraction of the heads in fact not enough far reaching ali 
PHGPx (Fig. 2, lanes 7, 8, 9): a further DNAse digestion (lanes 10, 11, 12) is necessary far 
disaggregate the condensed and resilient sperm chromatin, where the enzyme is bound 
t o. 
lntriguing is moreover the finding that, only in the heads extract, a 23 kDa protein is 
recognized by the antiPHGPx antibodies (Fig. 2, lanes 7, 8, 9). Studies are under way, 
spurred by the value of molecular ratio, which is s so near to the L (long) form [34], which 
has so far never been evidentiated. 
Very interesting is, on the other hand, the comparison of the age-dependent PHGPx 
activity between testis cells an sperm cells (Figure 5). The maximal values are not 
superimposable, being delayed of about 3 month. We have at the moment no explanation 
of this phenomenon, except the consideration that there is a quicker age-dependent 
inactivation of the enzyme (whatever its nature) in proliferànting, hormone-regulated germ 
cells, than in the maturating, biochemically quite inactive [1] sperm celi s. 
In conclusion, our data indicate that the PHGPx distribution during the aging of the 
male reproductive tract shows a constant presence of the protein in defined localizations, 
irrespective of the age of the specimen. There is however a progressive lowering of both 
the overt catalytic activity, which on the other hand never ceases completely, at variance 
with has been stated elsewhere [17] and the protein distribution. The enzymatic versus the 
immunochemical pattern of the PHGPx in rat epididymal sperm cells qua1itatively 
superimposable during the rat life span (3.12 month) considered. 
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LEGENDS of the FIGURES 
FIGURE 1. PHGPx specific activity (mU/106 sperm cells) in isolated rat epididymal 
spermatozoa [(from caput (+); from corpus (X); from cauda (O)] 
FIGURE 2. PHGPx Western blot of isolated rat epididymal spermatozoa and their 
subfractions. 1 J.l9 proteins each lane 
FIGURE 3. lmmunogold localization of PHGPx in epididymal spermatozoa. A: caput, 6-
month-old; 8: cauda, 6-month-old; C: caput, 12-month-old; D: cauda, 12-month-old; E: 
contro!. Bar: 1 OJ.lm 
FIGURE 4. lmmunogold electron micrographs of PHGPx in epididymal spermatozoa. A: 
head & mid-piece, caput, 6-month-old; 8: head & mid-piece, cauda, 6-month-old; C: 
head & mid-piece, caput, 12-month-old; D: mid-piece (longitudinally cut), cauda, 12-
momth-old: E: tail principal pieces (transversally cut), caput, 6-month-old; F: contro!: 
· midpiece (longitudinally cut), caput, 6-month-old. Bars: 300 nm 
FIGURE 5. Percent of PHGPx specific activity in testis homogenates (+) and in isolated 
rat epididymal spermatozoa [from caput (+); from corpus (X); from cauda (D)] 
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